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RESUME

L'enfance est une période de construction de I'organisme durant laquelle des interactions avec

I'environnement et une activité physique réguliére sont nécessaires a la maturation des réseaux
neuronaux. Ainsi, un dialogue constant entre le muscle et le cerveau assure le développement
harmonieux des fonctions motrices. Cependant, une activité sensorimotrice atypique durant I'enfance
(qu’elle soit due a un manque d’activité physique, a des troubles neurodéveloppementaux ou a des
situations pathologiques telles qu’un alitement prolongé) perturbe le dialogue muscle - cerveau et un
cycle délétere et auto-entretenu s’installe : I’activité sensorimotrice atypique génére des mouvements
anormaux/atypiques qui induisent une rétroaction somatosensorielle atypique vers le systéme
nerveux central immature. Ceci entraine une désorganisation des circuits sensorimoteurs et la
commande motrice se trouve modifiée. Les propriétés musculaires sont affectées, ce qui impacte la
réalisation du mouvement et renforce la production de mouvements anormaux. L'ensemble de ces
éléments pourra affecter au final la vie future de I'’enfant. Toutefois, les conséquences d’une activité
sensorimotrice atypique sur le développement du systéme neuromusculaire restent parcellaires a ce
jour et requiérent un intérét particulier.

L’objectif principal de cette these est d’avancer dans la compréhension des effets de la
restriction sensorimotrice sur le dialogue muscle — cerveau. Pour répondre a cette problématique,
des études ont été menées a partir d’'un modele animal de RSM qui consiste a immobiliser les pattes
postérieures des ratons du jour postnatal 1 (P1) a P28. Il reproduit un phénotype moteur proche de
celui décrit chez les patients atteints de trouble développemental de la coordination (modifications
musculosquelettiques durables, déficits locomoteurs, hyper-réflexie spinale...).

Une premiere étude s’est intéressée aux effets de la RSM sur la maturation du systeme
neuromusculaire a travers I'analyse des réflexes neurodéveloppementaux, qui dépendent étroitement
du développement des muscles et représentent en outre des indicateurs fiables du développement
neurologique et comportemental. Outre la voie neuronale sensorimotrice, le muscle et le cerveau
communiquent également par voie endocrinienne, et notamment via les myokines, des molécules
sécrétées par les muscles squelettiques en réponse a I'activité physique. Parmi ces myokines, I'intérét
s’est porté sur l'irisine et sur son précurseur (FNDC5). L’irisine est considérée comme un véritable
médiateur des effets bénéfiques de I'exercice au niveau du systeme nerveux central, ou elle induit
notamment I'expression de BDNF. Ainsi, dans une seconde étude, nous avons quantifié les taux de
myokines (irisine) dans le muscle et le cerveau. Enfin, nous avons voulu déterminer si la RSM précoce

(de P1 a P28) pouvait avoir des effets fonctionnels a long terme (P60-P90).
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Ces études démontrent que la RSM induit 1) une diminution du poids corporel ainsi qu’une
atrophie des muscles des pattes postérieures, qui touche préférentiellement le soleus ; 2) un retard
dans le développement moteur et I'apparition des principaux réflexes neurodéveloppementaux ; 3)
une augmentation de FNDC5/irisine dans le soleus, le plasma et certains structures cérébrales, sans
augmentation de BDNF et 4) des effets a long terme et notamment une altération des performances
motrices.

Ainsi, la RSM et les faibles interactions avec I'environnement au cours du développement
entrainent une altération de la maturation du systeme neuromusculaire. L'augmentation de
FNDC5/irisine dans le soleus suggére I'existence d’un mécanisme adaptatif qui se mettrait en place
afin de réduire I'impact de la RSM. Enfin, les conséquences a P60-P90 de la RSM soutiennent I'idée
qu’il existe des périodes critiques, de « programmation », pendant lesquelles des facteurs négatifs tels

que l'inactivité physique peuvent entrainer des conséquences a court et a long termes.
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ABSTRACT

Childhood is a period of construction of the organism, during which interactions with the

environment and regular physical activity are necessary for the maturation of neuronal networks.
Thus, a constant dialogue between muscle and brain ensures the harmonious development of motor
functions. However, atypical sensorimotor activity (whether due to lack of physical activity,
neurodevelopmental disorders or pathological situations such as prolonged bed rest) disrupts the
muscle-brain dialogue and a deleterious and self-perpetuating cycle is established: atypical
sensorimotor activity generates abnormal/atypical movements which induce atypical somatosensory
feedback to the immature central nervous system. This leads to disorganization of sensorimotor
circuits and motor control is altered. Muscle properties are affected, which impacts movement and
reinforces the production of abnormal movements. All of these elements could ultimately affect the
child’s future life. However, the consequences of atypical sensorimotor activity on the development
of the neuromuscular system remain fragmentary to date and deserve special interest.

The main objective of this thesis is to improve our understanding of the effects of sensorimotor
restriction (SMR) on muscle-brain dialogue. To address this issue, studies were carried out using an
animal model of SMR, which consists of immobilizing hindlimbs of the pups from postnatal day 1
(PND1) to PND28. This model reproduces a motor phenotype close to that described in patients with
developmental coordination disorder (long-lasting musculoskeletal changes, locomotor deficits, spinal
hyperreflexia, etc.).

A first study focused on the effects of SMR on the maturation of the neuromuscular system
through analysis of neurodevelopmental reflexes which are closely related on muscle development
and are also reliable indicators of neurological and behavioral development. In addition to the
sensorimotor neuronal pathway, muscle and brain also communicate via the endocrine pathway,
especially through myokines, molecules secreted by skeletal muscles in response to physical activity.
Among these myokines, interest has focused on irisin and its precursor (FNDC5). Irisin is considered to
be a true mediator of the beneficial effects of exercise in the central nervous system, where it notably
induces BDNF expression. Thus, in a second study, we quantified myokines (irisin) levels in muscle dans
brain. Finally, we wanted to determine whether early RSM (from P1 to P28) could have long-term
functional effects (P60-P90).

These studies demonstrate that SMR induces 1) a decrease in body weight and atrophy of hindlimb
muscles, preferentially affecting the soleus; 2) a delay in motor development and in the appearance

of the main neurodevelopmental reflexes; 3) an increase in FNDC5/irisin in soleus, plasma and some
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brain structures, without any change for BDNF and 4) long-term effects including motor performance
impairment.

Thus, SMR and weak interactions with the environment during development lead to impaired
maturation of neuromuscular system. The increase in FNDC5/irisin in the soleus suggests the existence
of an adaptive mechanism that could reduce impact of SMR. Finally, the effects of SMR at P60-P90
support the idea that there are critical, “programming” periods, during which negative factors such as

physical inactivity can lead to short- and long-term consequences.
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INTRODUCTION GENERALE




L'enfance, qui s’étend de la naissance a la dixieme année de vie, selon I’Organisation Mondiale de
la Santé, est une période de construction de I'organisme sous l'influence de I'environnement et de
divers facteurs, tant positifs que négatifs : stress, exposition au tabac, activité physique... Ces facteurs
peuvent avoir un impact sur la santé a court et a long terme et certains effets de « programmation »
peuvent étre irréversibles et affecter la vie future. Dans cette optique, I’'UNICEF a introduit le concept
des « 1000 jours », correspondant aux deux premieres années de vie de I'enfant (UNICEF, 2017). Ce
concept vise a sensibiliser les populations et a encourager les gouvernements et entreprises a investir
dans des programmes, des services permettant d’accompagner les parents afin de créer des
environnements qui soient le plus favorable possible au développement de I'enfant.

L'activité physique, les interactions avec I'environnement ainsi que les interactions sociales sont
nécessaires a une maturation typique et harmonieuse de I'organisation et des fonctions du systeme
nerveux central (Luhmann et al., 2016). Ainsi, les durées d’activité physique recommandées par
I’Organisation Mondiale de la Santé sont beaucoup plus longues durant les premiéres années de la vie
gu’a lI'dge adulte. Cependant, a I'heure actuelle, la majorité des enfants n’atteignent pas ces
recommandations, souvent pour des raisons sociétales (mode de vie sédentaire, temps passé devant
les écrans, transports passifs...) mais également pathologiques (troubles neurodéveloppementaux). Ce
manque d’activité physique met en danger la santé actuelle et future des enfants (Guthold et al.,
2020). En effet, plus le manque d’activité physique intervient précocement dans la vie, plus le risque
d’émergence de diverses pathologies a I'dge adulte s’accentue : pathologies métaboliques (diabéte,
obésité...), neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson...) ou encore musculaires (sarcopénie précoce...)
(Booth et al., 2012). Ces considérations mettent en évidence le réle essentiel de I'activité musculaire
pour le fonctionnement de I'organisme en général et du cerveau en particulier.

Sédentarité et troubles neurodéveloppementaux sont autant de situations générant une activité
sensorimotrice anormale/atypique, au cours de laquelle cerveau et muscle communiquent a travers
un cycle délétére et auto-entretenu (Coq et al., 2019). Ces dernieres années, I'intérét s’est porté sur le
dialogue entre ces deux organes. Outre la voie neuronale, muscle et cerveau communiquent
également par voie endocrine. En effet, des études menées chez 'Homme et I'animal montrent que le
muscle est un organe sécrétoire, capable de libéré des myokines (Pedersen et al., 2003). L’irisine a été
identifiée comme étant une des myokines sécrétées par les muscles squelettiques en réponse a
I'activité physique (Bostrom et al., 2012). Transportée par le sang, elle est considérée comme I'un des
médiateurs des effets bénéfiques de I’exercice au niveau central (Lourenco et al., 2019 ; Islam et al.,
2021), ou elle induit, notamment, I'expression de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) dans
I’hippocampe (Wrann et al., 2013). Ces données suggerent donc que l'irisine pourrait aussi étre un
messager important du dialogue muscle-cerveau en situations d’activité sensorimotrice

anormale/atypique.
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Ainsi, cette these vise a mieux comprendre les effets de [lactivité sensorimotrice
anormale/atypique précoce sur le dialogue muscle-cerveau. Les études sont réalisées sur un modéle
d’immobilisation précoce (de la naissance au 28° jour postnatal) chez le rat, appelé modeéle de
restriction sensorimotrice (RSM). Les objectifs sont :

1) d’évaluer les effets de la RSM sur le développement sensorimoteur ;

2) de déterminer si la RSM précoce modifie I'expression d’irisine au niveau musculaire et

cérébral ;

3) de déterminer sila RSM précoce (de P1 a P28) peut avoir des effets fonctionnels a long terme

(P60-P90).

La premiere section de ce manuscrit est une revue bibliographique. Elle est composée d’un
premier chapitre qui décrit le systéme neuromusculaire ainsi que son développement chez le rat. Dans
un second chapitre, les situations d’activité sensorimotrice anormale/atypique (ASMA) rencontrées
chez 'Homme sont exposées ainsi que les modeles expérimentaux développés chez I'Homme et
I’animal. Les conséquences de I’ASMA sur le systeme neuromusculaire sont également développées.
Enfin, le troisieme chapitre s’intéresse aux myokines et plus particulierement a l'irisine. Sa structure
et ses différentes fonctions dans I'organisme, et particulierement dans le cerveau, sont détaillées.
Aprés une présentation des matériels et méthodes utilisés, les résultats de ce travail de thése sont
présentés. Une premiere étude s’intéresse aux conséquences de la RSM précoce sur le
développement du raton de P1 a P28 et notamment sur les paramétres morphologiques (poids du
corps, poids de muscles...). La seconde étude aborde la maturation du systéme nerveux a travers la
détermination de I'dge d’apparition des principaux réflexes neurodéveloppementaux, indicateurs
fiables du développement neurologique et comportemental de I’animal. La troisieme étude porte sur
les conséquences de la RSM précoce sur I’expression de FNDC5/irisine (et du BDNF) dans les muscles
et le cerveau, deux facteurs dont I'expression est connue pour étre augmentée en réponse a I'activité
physique. Enfin, dans I'idée qu’il existe, au cours du développement, des périodes critiques, de
« programmation » de la santé, au cours desquelles des facteurs négatifs peuvent avoir des
conséquences irréversibles a court et a long terme, nous avons voulu déterminer, dans un dernier
travail encore préliminaire, si la RSM précoce (de P1 a P28) pouvait avoir des effets fonctionnels a
long terme (P60-P90). La derniére section de ce manuscrit est consacrée a une discussion générale

accompagnée de perspectives de recherche.
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Revue bibliographique — Chapitre 1

Chapitre 1: le systeme moteur et son
développement

I) Le systéme neuromusculaire

A) Le muscle

Les muscles peuvent étre classés en trois catégories selon des criteres anatomiques et
fonctionnels : le muscle cardiaque, les muscles lisses et les muscles striés squelettiques. Organe
effecteur de la motricité, le muscle strié squelettique est notamment responsable des mouvements
ainsi que du maintien de la posture.

Les fibres musculaires striées s’organisent en faisceaux de fibres paralléles. La membrane
plasmique de ces fibres est appelée sarcolemme. Sur la face interne de cette membrane, sont
retrouvés les noyaux et mitochondries. Les myofibrilles, situées au centre du sarcoplasme, sont
constituées de myofilaments fins (actine) et épais (myosine) organisés en sarcomeres, les unités
contractiles du muscle. Les interactions entre I’actine et la myosine sont a 'origine de la contraction

musculaire (figure 1).

Figure 1 : Structure du muscle strié squelettique.
Adapté de Frontera et Ochala, 2014.
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Il existe trois principaux types de fibres musculaires squelettiques, classés selon différents
criteres (Schiaffino et al.,, 1970; Schiaffino et Reggiani, 2011), tels que la coloration des fibres
(rouge/blanc, liée au contenu en myoglobine), la vitesse de contraction, le degré de fatigabilité, ou
encore les isoformes de myosine (MHC, Myosin Heavy Chain) qui les composent (tableau 1) :

o Lesfibres de type | : fibres a contraction lente, de petit diamétre, composées majoritairement

de MHC de type |, qui présentent un métabolisme oxydatif et sont résistantes a la fatigue.

o Les fibres de type IlIB: fibres a contraction rapide, de gros diamétre, composées
majoritairement de MHC de type IIB, qui présentent un métabolisme glycolytique et sont tres
peu résistantes a la fatigue.

o Les fibres de type lIA : fibres a contraction rapide, de diametre intermédiaire (entre les fibres
de type | et IIB), composées majoritairement de MHC de type IIA, qui présentent un

métabolisme intermédiaire et sont résistantes a la fatigue.

Tableau 1 : Caractéristiques fonctionnelles, structurales et métaboliques des différents
types de fibres musculaires.
Adapté de Yang et Chan, 2022.

Les muscles squelettiques sont composés de ces différents types de fibres, en proportions
variables en fonction des activités motrices dans lesquelles ils sont sollicités. Les muscles impliqués
dans les activités motrices phasiques comme I'EDL (Extensor Digitorum Longus) sont composés, chez
le rat, d’'une majorité de fibres rapides de type Il et peuvent ainsi développer des contractions rapides
et puissantes mais de courte durée. En revanche, les muscles impliqués dans des activités motrices
posturales comme le soleus (SOL) sont composés presque exclusivement de fibres lentes de type |,

et permettent des contractions plus soutenues sur la durée (Soukup et al., 2002).
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Au cours de ce projet, les muscles SOL, EDL et tibialis anterior (TA) seront étudiés. La répartition

des différents types de fibres musculaires pour ces trois muscles est présentée figure 2.

Figure 2 : Répartition (en %) des différents types de fibres musculaires dans le SOL, I'EDL et le TA de rats adultes (A)
et marquage par immunohistochimie des différents types de fibres musculaires dans 'EDL d’un rat adulte (B).

A : D’apres Delp et Duan, 1996. Les fibres 1ID/X, rapides, avec une résistance a la fatigue intermédiaire, sont également
représentées dans ce tableau. B : Coupe transversale (10 um) d’'un muscle EDL de rat contréle, incubé avec des anticorps
primaires dirigés contre la laminine (rouge), la MHC-I (rose), la MHC-IIA (bleu) et la MHC-1IB (vert), x20.

B) Les structures et les voies motrices chez les rongeurs

1) Les structures motrices

a. Les aires motrices corticales

Chez le rongeur, les aires motrices comprennent le cortex moteur primaire (M1) et le cortex
moteur secondaire (M2), qui correspondent respectivement aux aires agranulaires latérale et
médiane (Donoghue et Wise, 1982; Paxinos et Watson, 2007). Le caractére agranulaire de ces aires
motrices a été remis en question par des études démontrant la projection d’afférences thalamiques
entre les couches lll et V, suggérant I'existence d’une couche IV de faible épaisseur (Cho et al., 2004
Fujiyama et al., 2001). Les aires motrices comprennent également I'aire de la patte postérieure (HL,
hindlimb) et la partie médiane de I'aire de la patte antérieure (FL, forelimb). Ces aires avaient
initialement été incluses dans le cortex somesthésique primaire (Welker, 1971), mais il est apparu que
des stimulations intracorticales de ces zones corticales sensorielles (pourvues d’une couche V),
évoquaient des mouvements des membres avec un seuil trés faible, tout comme I'aire M1 (Hall et
Lindholm, 1974; Sanderson et al., 1984; Tennant et al., 2011). Plus tard, une étude par stimulation
optogénétique (Ayling et al., 2009) a confirmé le chevauchement des représentations sensorielle et
motrice pour HL et FL.

La représentation motrice de FL est généralement scindée en une partie caudale (CFA pour caudal
forelimb area) et une partie rostrale (RFA) (Neafsey et Sievert, 1982; Rouiller et al., 1993; Tennant et
al.,, 2011). Les deux aires sont activées lors d’un mouvement volontaire, mais présentent des
différences. RFA est notamment sensible au contexte dans lequel s’effectue le mouvement et de ce

fait est considérée comme I'équivalent des structures prémotrices des primates. En revanche, CFA
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code la commande motrice adressée vers le systéme musculosquelettique, et s’apparente donc a M1
(Basista et Yoshida, 2020; Ebbesen et al., 2018).

Chez les rongeurs, le cortex moteur, outre son réle dans la commande motrice, jouerait un réle
dans des processus cognitifs telle que la mémoire ou la prise de décision (Ebbesen et al., 2018). Il
permettrait également I'intégration des informations sensorielles, renseignant sur les mouvements
en cours et permettant d’ajuster la commande motrice (Ebbesen et al., 2018). A plus long terme, ce

feedback sensoriel peut étre important pour les apprentissages moteurs.

Il existe au sein du cortex moteur primaire une représentation somatotopique. Dans les années
1950, Penfield et son équipe furent les premiers a établir une cartographie du « cerveau moteur » chez
des patients humains : I’'homoncule moteur (Rasmussen et Penfield, 1948, 1947). En réalisant des
associations entre les différentes parties du corps et les régions corticales dont I'activité entrainent
leur motricité, il est démontré I'existence au sein du cortex moteur d’une représentation
somatotopique des différentes parties du corps, dont la surface corticale est liée a la précision du
mouvement réalisé (Neafsey et al., 1986). Depuis, les nouvelles techniques développées (imagerie...)
mettent en évidence qu’il existe des regroupements fonctionnels, des clusters de neurones impliqués
dans une méme tache motrice (Dombeck et al.,, 2009). Enfin, I'application de stimulations
intracorticales de longue durée (500 ms), plus pertinentes d’un point de vue comportemental, chez le
rat (Ramanathan et al., 2006) et la souris (Wolsh et al., 2023), a permis d’évoquer des mouvements
complexes, impliquant plusieurs articulations, tels que des mouvements permettant d’atteindre puis
de saisir un objet. Ainsi, les études menées ces 20 derniéres années ont remis en question la notion
de carte topographique, laissant penser que la représentation somatotopique serait donc plus

fonctionnelle que corporelle.

Le cortex moteur est en communication constante avec d’autres régions corticales et sous-
corticales, et de nombreuses entrées excitatrices convergent vers M1 (Mao et al., 2011; Weiler et al.,
Wise et Donoghue, 1986 ; 2008; Young et al., 2012). Les couches corticales Il et Ill regoivent
notamment des afférences du cortex M1 ipsi- et controlatéral, d’autres aires corticales telles que M2,
du cortex préfrontal, du cortex somesthésique primaire ou visuel primaire, du cortex pariétal... Le
cortex M1 regoit en outre des projections thalamocorticales (qui portent des informations originaires
du cervelet ou des noyaux gris centraux via le noyau ventrolatéral, ou diverses informations
sensorielles). Les neurones pyramidaux de la couche V se projettent vers des cibles diverses : centre
moteurs spinaux ou bulbaires, striatum, thalamus, noyau sous-thalamique, noyau rouge et pont. Les

voies motrices seront présentées plus bas.
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b. Les noyaux gris centraux

Le striatum (noyau caudé et putamen), le pallidum, la substance noire et le noyau sous
thalamique représentent un ensemble de noyaux sous-corticaux appelés noyaux gris centraux (ou
ganglions de la base). Ces noyaux recoivent des afférences de I'ensemble du cortex cérébral, de
plusieurs noyaux thalamiques et également du tronc cérébral (Castle et al., 2005; Lanciego et al., 2012;
Takakusaki et al., 2004).

Le striatum représente la principale voie d’entrée des informations vers les noyaux gris centraux.
Selon les parties du striatum considérées et I’origine des afférences corticales, les noyaux gris centraux
peuvent étre divisés en plusieurs boucles cortico-striato-thalamo-corticales fonctionnellement
distinctes. On distingue ainsi classiquement trois boucles : sensorimotrice, associative et limbique. Si
I'on s’intéresse plus particulierement a la boucle sensorimotrice, impliquée dans I'exécution des
mouvements en lien avec les informations relatives au contexte environnemental, le striatum
dorsolatéral (équivalent au putamen des primates) regoit des afférences des aires corticales
sensorimotrices qui se projettent selon une somatotopie précise (McGeorge et Faull, 1989). Les
informations quittent les noyaux gris centraux par le pallidum interne et se projettent sur le noyau
ventrolatéral du thalamus, puis sur le cortex préfrontal et les aires sensorimotrices (Gremel et
Lovinger, 2017).

Via la substance noire, les noyaux gris centraux sont également connectés a des régions du tronc
cérébral impliquées dans la locomotion telles que la région locomotrice mésencéphalique (Middleton
et Strick, 2000), région, qui, lorsqu’elle est stimulée, induit des activités de marche chez le rat (Skinner
et Garcia-Rill, 1984). Ainsi, ces données anatomiques suggérent que les noyaux gris centraux
participent a la régulation de la fonction motrice par des connexions avec le cortex et le tronc cérébral
(Drew et al., 2004; Takakusaki et al., 2003). D’autres études suggerent également un réle dans

I’apprentissage moteur (Cataldi et al., 2022; Dang et al., 2006).

c. Lecervelet

Situé a l'arriére du tronc cérébral, le cervelet est connu pour jouer un réle dans la régulation, la

coordination et la synchronisation de I’activité motrice. Le cervelet peut étre divisé en trois lobes :

e |’archéocervelet (ou vestibulocervelet) : il recoit des afférences des organes vestibulaires de
I'oreille interne (Kaufman et al., 1996), avant d’envoyer les informations aux noyaux
vestibulaires (Barmack, 2003). Les informations cheminent ensuite dans la moelle épiniére par
la voie vestibulospinale, vers les motoneurones (MN) contrélant les muscles posturaux,

antigravitaires, importants dans le maintien de I'équilibre postural (Horak et al., 2002).
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e Le paléocervelet (ou spinocervelet) : il recoit des afférences en provenance des récepteurs
proprioceptifs des muscles, tendons et articulations du tronc et des membres (fuseaux
neuromusculaires, organes tendineux de Golgi, récepteurs articulaires). Ces afférences
permettent de renseigner la position du corps dans I'espace. L’'information est ensuite
envoyée aux noyaux vestibulaires, au noyau rouge et a I'olive bulbaire, avant d’étre transmise
a la moelle épiniere. Cette partie du cervelet est impliquée dans le contréle de la posture
(Ouchi et al., 1999) et permet également de corriger les mouvements en comparant le
mouvement exécuté au mouvement planifié (Tracy et al., 2001).

e Le néocervelet (cérébrocervelet) : en relation avec les aires motrices, il est impliqué dans la
planification des mouvements (Wolpert et al., 1998) mais également dans I'intégration des

informations sensorielles (Shih et al., 2009).

2) Les voies motrices

Les informations sont transmises des structures nerveuses supraspinales vers la moelle épiniére

via des voies motrices directes ou indirectes (figure 3).

Figure 3 : Représentation schématique
des voies motrices directes et
indirectes.

A gauche, les projections
corticospinales sont représentées en
bleu. A droite, les fibres appartenant
aux voies du tronc cérébral du groupe A
(ventromédial) et du groupe B
(dorsolatéral) sont représentées. Les
fibres du groupe A (réticulospinales,
tectospinales, vestibulospinales) sont
représentées en vert, provenant de la
formation réticulée, du colliculus
supérieur et du complexe vestibulaire.
Les fibres du groupe B (rubrospinales)
sont représentées en rouge et
proviennent du noyau rouge. Adapté de
Lemon, 2008.
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a. Lavoie motrice directe

La voie corticospinale ou voie pyramidale est considérée comme directe car ses fibres se
projettent directement dans la moelle épiniére. Cette voie est formée par le faisceau corticospinal
(CST pour corticospinal tract). Dans le CST, la majorité des axones provient des neurones pyramidaux
de la couche V du cortex moteur primaire (Li et al., 1990). Chez les rongeurs, les axones du CST sont
également originaires de M2, des régions somatosensorielles, fronto-pariétales, frontales et
temporales latérales (Basista et Yoshida, 2020; Kamiyama et al., 2015; Tennant et al., 2011).

Dans la partie inférieure du bulbe rachidien, la plupart des fibres du CST traversent la ligne
médiane lors de la décussation pyramidale. Ces fibres constituent ainsi le faisceau corticospinal croisé,
qui cheminent dans le cordon latéral de la moelle épiniére et dont les axones aboutissent sur les MN
innervant les muscles distaux et appendiculaires. Cette voie est ainsi responsable des mouvements
précis des extrémités distales. Un petit groupe de fibres descend du c6té ipsilatéral de la moelle
formant ainsi le faisceau corticospinal direct, localisé dans le cordon ventral. Ce faisceau a pour cible
les MN les plus internes et notamment les MN responsables de la musculature axiale et proximale.
Cette voie est impliquée dans le maintien postural.

La voie motrice en provenance de la représentation corticale de la patte postérieure se projette
vers les segments lombaires dans lesquels se situent les MN innervant les muscles des pattes
postérieures. Chez le rongeur, ces MN sont localisés dans les segments lombaires L1 a L6 (Bacskai et

al., 2014).

b. Les voies motrices indirectes

La voie rubrospinale. Cette voie a pour origine le noyau rouge du mésencéphale rostral. Les fibres de
cette voie décussent au niveau du pont puis se projettent vers les MN controlant les muscles distaux
et intermédiaires des membres (Kchler et al., 2002). Cette voie joue un role important dans Pinitiation
et I’exécution des mouvements volontaires et serait également impliquée dans la coordination entre
les membres au cours de la locomotion (Kchler et al., 2002; Muir et Whishaw, 2000).

La voie vestibulospinale. Cette voie a pour origine les noyaux vestibulaires bulbaires qui relaient les
informations sensorielles en provenance des récepteurs vestibulaires de I'oreille interne. Les fibres de
cette voie aboutissent sur les MN des muscles antigravitaires des membres et du cou (Brodal, 1974,
Wilson et Yoshida, 1969). Cette voie est impliquée dans I’équilibre postural (Hamann et Lannou, 1988).
La voie réticulospinale. Cette voie a pour origine la formation réticulée du tronc cérébral. Les fibres de
cette voie établissent des connexions avec les MN des muscles axiaux, fléchisseurs et extenseurs des
membres (Peterson et al., 1975). Elle est impliquée dans le maintien de la posture mais également
dans la locomotion et notamment la coordination des membres (Ballermann et Fouad, 2006; Robbins

et al., 1992).
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La voie colliculospinale. Cette voie prend son origine au niveau du colliculus supérieur du
mésencéphale. Elle est impliquée dans les mouvements réflexes de la téte en réponse aux stimuli

visuels (Reynolds et Al Khalili, 2022).

3) La moelle épiniére

a. Les motoneurones (MN)

Les voies motrices décrites précédemment vont établir des connexions avec les MN spinaux. Dans
chaque segment spinal, et plus précisément dans la corne ventrale, sont situés les corps cellulaires des
MN innervant les muscles, selon une organisation somatotopique: les MN situés dorsalement
innervent les muscles distaux et ceux situés plus ventralement innervent les muscles proximaux. Les
MN innervant les extenseurs sont situés plus latéralement dans les segments spinaux que les MN
innervant les fléchisseurs. Enfin, la majorité des MN fléchisseurs se trouvent dans les segments
lombaires L1 a L4, alors que les MN extenseurs sont plutot localisés dans les segments L3 a L6 (Bacskai
et al., 2014).

Les MN peuvent étre divisés en trois groupes en fonction des fibres qu’ils innervent.

o Les MN a ou squelettomoteurs innervent les fibres extrafusales. lls sont responsables de la
contraction musculaire. Caractérisés par un large soma, les MN o, peuvent étre sous-divisés en
trois groupes, selon le type de fibres musculaires qu’ils innervent. En effet, les fibres
musculaires sont organisées en unités motrices. L'unité motrice, la plus petite unité
fonctionnelle mise en jeu par le systéme nerveux, correspond a I'ensemble des fibres
musculaires innervées par un seul et méme MN.

e Les MN B ou squelettofusimoteur sont les plus petits, les moins abondants et les moins
caractérisés. lls se projettent a la fois sur les fibres extrafusales et intrafusales.

e Les MN y ou fusimoteurs innervent les fibres intrafusales des fuseaux neuromusculaires. Le
diametre de leur axone est petit et ils interviennent dans le contrdle de la sensibilité des

fuseaux neuromusculaires.

Les MN projettent leur axone en dehors de la moelle épiniere, en formant des nerfs moteurs, et
vont se connecter a leurs cibles musculaires via les jonctions neuromusculaires. Les muscles des pattes
postérieures sont principalement innervés par le nerf tibial et le nerf sciatique. Le nerf sciatique se
divise en différentes branches : le nerf péronier, le nerf tibial, le nerf sural et les nerfs gastrocnémiens

médial et latéral (Swett et al., 1986).
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b. Générateur central de locomotion

Des études menées au début du siécle dernier montrent que des chats décérébrés (dont la moelle
épiniere a été totalement déconnectée des centres supraspinaux) sont capables d’effectuer des
mouvements de marche (Sherrington, 1910). Ainsi, selon Sherrington, les afférences sensorielles
jouent un role essentiel dans la locomotion, qui résulte de I'enchainement de boucles réflexes
permettant I'alternance flexion/extension des membres. Cependant, une étude menée peu de temps
apres montre qu’il est possible d’obtenir des mouvements locomoteurs chez un chat décérébré, avec
une section de la moelle épiniére au niveau thoracique ainsi qu’une section des racines dorsales
(associées au traitement de I'information sensorielle) (Brown, 1912, 1911). Brown fut alors le premier
a suggérer qu’il existe, au sein de la moelle épiniére, des neurones capables de produire un patron
rythmique d’activité en I'absence de toute information supraspinale et sensorielle. Par la suite,
d’autres travaux ont mis en évidence un réseau de neurones spinaux constituant un centre
générateur de rythmes appelé le CPG (central pattern generator), chez diverses especes telles que la
lamproie, le lapin, le chat, le xénope ou encore le rat, et plus récemment chez 'Homme (Dubuc et al.,
2023). Le CPG active des groupes de MN de fagon rythmique et permet la coordination des muscles
entre les membres (droite/gauche) et au sein d’un méme membre (fléchisseur/extenseur), via des

mécanismes d’inhibition réciproque.

D’un point de vue fonctionnel, les structures supraspinales semblent jouer un réle primordial dans
la commande motrice. Cependant, comme décrit précédemment, en I'absence d’apports sensoriels et
de structures supraspinales, les CPG peuvent générer de facon indépendante un schéma complexe et
élaboré de contractions musculaires responsables de la locomotion. Chez le rat, la section de la voie
pyramidale conduit a un déficit locomoteur qui régresse assez rapidement (Metz et al., 1998; Muir et
Whishaw, 1999). Aprés quelques semaines, seuls certains rats montrent des déficits mineurs pendant
la locomotion comme une hyperflexion pendant la phase d’oscillation (Metz et al., 1998). Cependant,
ces observations ont été faites lors de la locomotion sur surface plate. Lors de la locomotion dans un
environnement complexe comme I'échelle horizontale, nécessitant des ajustements de la trajectoire
des membres, ou lors de la traversée d’une poutre surélevée, nécessitant un maintien de I’équilibre,
les animaux Iésés (Iésion du CST ou du cortex moteur) présentent plus de difficultés (Goldstein, 2003;
Metz et Whishaw, 2002). Dans le tronc cérébral, la région locomotrice mésencéphalique (MLR,
Mesencephalic Locomotor Region) joue un réle crucial dans le contrdle de la locomotion, notamment
via des projections vers les neurones réticulospinaux. La force de la stimulation de la MLR détermine

la vitesse, I'allure (marche, trot, galop) et le mode locomoteur (pas, nage) (Dubuc et al., 2023).
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Ainsi, méme si les CPG sont capables de générer un pattern locomoteur de facon indépendante,
leur activité est modulée, en permanence, par les afférences sensorielles et les voies motrices

descendantes. Ces mécanismes permettent une adaptation du pattern locomoteur a I’environnement.

C) La jonction neuromusculaire

La jonction neuromusculaire (JNM) correspond au site de communication entre I’axone efférent
du MN et la fibre musculaire. La JNM est composée de plusieurs éléments : la terminaison du MN
(présynaptique), la myofibre (postsynaptique), la fente synaptique, les cellules de Schwann et les
kranocytes (Court et al., 2008; Liu et Chakkalakal, 2018). Le neurotransmetteur principal de la JNM,
chez les vertébrés, est I'acétylcholine. Cependant, des études démontrent qu’il est possible de
retrouver une neurotransmission par le glutamate au niveau de la JNM, dans le cas, par exemple, de
processus de dénervation-ré-innervation (Colombo et Francolini, 2019).

Les différentes étapes entre I'arrivée d’un potentiel d’action dans I'axone du MN et la contraction

du muscle sont présentées dans la figure 4.

Figure 4 : Couplage excitation-contraction.
L’arrivée d’un potentiel d’action dans
I'extrémité axonale d’un motoneurone
entraine la libération d’ACh, qui se fixe sur ses
récepteurs (AChR). L’entrée de Na* géneére un
potentiel de plaque motrice, qui, s’il atteint
un certain seuil, active les canaux Na*
voltage-dépendants. Un potentiel d’action
musculaire est généré (1) et va se propager
jusqu’aux tubules T (2). Les stocks calciques
présents dans le réticulum sarcoplasmique
(SR) sont libérés (3). Le calcium se lie aux
protéines contractiles (4), ce qui permet
I'interaction actine-myosine (5) et aboutit a la
contraction musculaire. Adapté de Liu et
Chakkalakal, 2018.

L'arrivée d’un potentiel d’action dans I'extrémité axonale entraine I'activation des canaux
calciques voltage-dépendants. L’entrée de calcium dans le bouton présynaptique stimule la libération
d’acétylcholine dans la fente synaptique. Sur I'’élément postsynaptique se trouvent des invaginations
membranaires contenant un grand nombre de récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine (AChR).

L’activation de ces récepteurs engendre une entrée de cations (principalement de sodium) et la genése
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d’un potentiel de plaque motrice. Si ce potentiel atteint une valeur seuil, il induit I'ouverture de canaux
sodiques voltage-dépendant et la genese un potentiel d’action. Celui-ci se propage le long de la fibre
musculaire jusqu’aux tubules T, des invaginations du sarcolemme. Les tubules T, au contact du
réticulum sarcoplasmique, présentent des canaux calciques voltage-dépendants. L'ouverture de ces
canaux et I'entrée de calcium permet I'activation des récepteurs a la ryanodine situés sur le réticulum
sarcoplasmique et la libération des stocks calciques. La liaison du calcium avec les protéines
contractiles permet I'interaction actine-myosine et aboutit a la contraction musculaire (figure 4).

Les cellules de Schwann situées a I'extrémité terminale de I'axone moteur expriment des facteurs
trophiques, d’adhérence et de croissance. Ces cellules sont importantes pour la croissance de la JNM
au cours du développement, pour son maintien et sa régénération en cas de lésion (Barik et al., 2016;
Kang et al., 2014; Reddy et al., 2003). Elles participent également a la modulation de la transmission
neuromusculaire, notamment via des gliotransmetteurs. Les kranocytes, cellules de type

fibroblastiques, joueraient également un role dans la régénération de la JNM (Court et al., 2008).

D) Les afférences sensorielles

Les informations sensorielles proprioceptives et extéroceptives permettent un ajustement des
activités motrices. Les afférences extéroceptives fournissent des informations sensorielles suite a
I'activation de mécanorécepteurs cutanés. Les afférences proprioceptives permettent une perception
de la position des différentes parties du corps grace a des récepteurs présents dans les muscles, les

tendons et les articulations.
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1) Les récepteurs

a. Les mécanorécepteurs cutanés

Au sein de I'épiderme, il existe différents types de mécanorécepteurs, pouvant étre classés
selon leur vitesse d’adaptation aux stimuli mécaniques et a la taille des champs récepteurs (figure 5).
Le champ récepteur est la région corporelle dont la stimulation active une cellule réceptrice ou un

neurone sensoriel.

Figure 5 : Les mécanorécepteurs cutanés.
D’apreés Canu et Dupont, 2023.

Parmi les mécanorécepteurs a adaptation lente, on distingue les disques de Merkel, qui sont
impliqués dans la discrimination tactile fine, et les corpuscules de Ruffini, connus pour étre sensibles
aux étirements cutanés (Leem et al., 1993). Les mécanorécepteurs a adaptation rapide comprennent
les corpuscules de Meissner, récepteurs du toucher fin et des vibrations, les corpuscules de Krause,
qui ont un réle semblable aux corpuscules de Meissner, ou encore les corpuscules de Pacini, sensibles
aux vibrations (Leem et al., 1993). On retrouve également les récepteurs du follicule pileux, pour le
toucher grossier, et les terminaisons nerveuses libres, qui interviennent en tant que nocicepteurs ou

thermorécepteurs (Hamann, 1995).
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b. Les récepteurs proprioceptifs

Les récepteurs proprioceptifs (figure 6) réagissent a la position des articulations ou encore au

degré de contraction musculaire.

Figure 6 : Les récepteurs proprioceptifs.
D’apreés Canu et Dupont, 2023.
Le fuseau neuromusculaire est constitué de fibres intrafusales, des fibres musculaires modifiées.
Il recoit une double innervation, sensitive et motrice. L'innervation sensitive est assurée par des fibres
afférentes de type la et Il. Les fibres de type la renseignent sur la vitesse d’étirement du muscle et la
variation de longueur. Les fibres de type Il renseignent uniquement sur les variations de longueur
(Hunt, 1990). Les organes tendineux de Golgi sont situés a I'interface entre les fibres musculaires et le
tissu tendineux et sont innervés par les fibres de type Ib. Ces fibres sont sensibles aux variations de
tension dans le muscle et renseignent donc sur les variations de force musculaire (Jami, 1992). Enfin,
il existe au niveau des articulations, des récepteurs articulaires, activés par un angle articulaire précis

(Strasmann et al., 1990).

2) Les neurones sensoriels

Les fibres afférentes des neurones sensoriels associés aux membres rejoignent la moelle épiniere
par la racine dorsale, leurs somas étant localisés dans les ganglions de la racine dorsale. Il existe deux
types de neurones : des neurones de grande taille associés aux mécanorécepteurs a faible seuil
d’activation et des neurones de petite taille associés aux nocicepteurs et thermorécepteurs (Harper et
Lawson, 1985). Chez le rat, les pattes postérieures sont innervées par le nerf saphéne et le nerf
sciatique dont les projections se situent respectivement dans les segments lombaires L2 a L4 et L4 a

L6 (Wall et Cusick, 1984).
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3) Les voies sensorielles

Les informations sensorielles atteignent les structures supraspinales via deux voies principales : la
voie des colonnes dorsales et la voie spinothalamique.

La voie des colonnes dorsales assure la transmission des informations sensorielles
proprioceptives et liées a la sensibilité tactile fine des membres et du tronc. Les axones provenant
des mécanorécepteurs et dont les corps cellulaires sont situés dans le ganglion spinal constituent la
voie directe des colonnes dorsales. Ces fibres nerveuses établissent des connexions avec les noyaux
gracile et cunéiforme (noyaux de Goll et Burdach) situés dans le tronc cérébral (Bolton et Tracey, 1992).
Les informations sont ensuite transmises au thalamus somesthésique avant d’atteindre le cortex
somesthésique primaire. Il existe une voie indirecte appelée voie post-synaptique des colonnes
dorsales, dans laquelle les fibres nerveuses effectuent un premier relais avec des neurones localisés
dans la corne dorsale de la moelle épiniére avant de se projeter sur les noyaux du tronc cérébral.

La voie spinothalamique propage des informations sensorielles thermiques et nociceptives mais
également du toucher non discriminatif (Pubols et Haring, 1995). Les axones des mécanorécepteurs
font synapse avec un neurone situé dans la moelle épiniére avant d’établir un relais direct avec le

thalamus somesthésique, sans passer par les noyaux du tronc cérébral.

4) Les structures supraspinales

Le thalamus somesthésique. Aprés relais dans le tronc cérébral, les afférences sensorielles se
projettent dans la partie ventrobasale du thalamus. Dans cette zone, on distingue le noyau
ventropostérolatéral (VPL) et le noyau ventropostéromédian (VPM). Il existe une organisation
somatotopique du corps au niveau de ces noyaux. Le VPL recoit des afférences du tronc et des
membres alors que le VPM recoit des afférences de la téte. Le thalamus postérieur recoit également
des informations sensorielles en provenance des noyaux des colonnes dorsales mais également de la
moelle épiniére (Lund et Webster, 1967a,b). Chez le rat, tous les neurones du thalamus ventrobasal se
projettent sur le cortex somesthésique primaire.

Le cortex somesthésique. Les neurones thalamiques envoient des projections vers la couche IV du
cortex somesthésique primaire. Les informations sont ensuite transmises vers les couches plus
superficielles Il et Il (Armstrong-James et al., 1992). Des interactions s’établissent ensuite entre le
cortex somesthésique primaire et d’autres aires corticales telles que le cortex somesthésique
secondaire ou le cortex moteur (Bernardo et al., 1990; Colechio et Alloway, 2009). Il existe également
une représentation somatotopique du corps au sein de cette structure corticale, représentation
proportionnelle a I'importance fonctionnelle. Chez le rat, les vibrisses et la face sont fortement

représentées.
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Il) Le développement du systeme moteur

Deés les premieres étapes de la vie prénatale, le systéme nerveux central (SNC) commence a se

développer a partir du tube neural, structure formée suite au processus de neurulation subi par le
feuillet ectodermique. Ce tube neural est a I'origine de I'encéphale et de la moelle épiniére. La partie
antérieure du tube neural présente un renflement, ébauche du systeme nerveux céphalique. Au cours
de I'organogénese, cette vésicule unique se différencie, dans un premier temps, en trois vésicules :
prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale. Le prosencéphale se différencie, ensuite, en
télencéphale et diencéphale, tandis que le rhombencéphale se différencie en métencéphale et
myélencéphale. Les cing vésicules formées aboutissent a la formation des structures cérébrales :
cortex, thalamus, hypothalamus, cervelet... (figure 7). La mise en place du SNC va dépendre de
plusieurs facteurs : programmes génétiques intrinséques, activité électrique spontanée produite par
les neurones en développement ou encore signaux extracellulaires (Blankenship et Feller, 2010;
Clotman et Tissir, 2018; Spitzer, 2006, 2002). Des processus de maturation vont se poursuivre au cours
de la période postnatale et on considére que, chez les rongeurs, la maturité du SNC est atteinte peu

aprés P21 (Cirelli et Tononi, 2015).

Figure 7 : Développement du systéme nerveux central.
Le tube neural, formé suite a la neurulation, se différencie en trois vésicules puis cing, qui aboutiront a la
formation des différentes structures cérébrales. Adapté de Poaty et al., 2016
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A) Développement des voies motrices descendantes

1) Voie corticospinale directe ou voie pyramidale

Chez les rongeurs, les axones du faisceau
corticospinal ~ (CST,  corticospinal  tract)
parviennent au tronc cérébral au 17° jour
embryonnaire (E17) et atteignent la partie
caudale du bulbe a E20 (Canty et Murphy, 2008;
Kort et al., 1985), l'invasion spinale du CST
s’effectuant principalement pendant le
développement postnatal. A la naissance (P0),
la plupart des axones croisent la lighe médiane
(décussation pyramidale). Puis, ces axones
rejoignent la substance blanche des différentes
régions lombaires selon un gradient

rostrocaudal : région cervicale a P2, région

Figure 8 : Développement du CST chez la souris.

Schéma récapitulatif montrant la croissance des axones du
CST ainsi que leurs ramifications dans la substance grise
spinale au cours du développement (P2-P32) chez la souris.
L’échelle située a gauche représente les différents segments
spinaux. C : cervical, T : thoracique, L : lombaire. Adapté de

thoracique 3 P4-P7 et région lombaire 3 P9 Gianinoetal, 1999.

(Gianino et al., 1999) (figure 8). Deux a trois jours sont nécessaires pour que les fibres du CST colonisent
la substance grise pour établir des connexions avec les interneurones. Le CST continue de se densifier
dans les régions thoraciques basse et lombaire jusqu’a P14, stade auquel son développement est
considéré comme achevé (Gianino et al., 1999) (figure 8). Dans les stades précoces du développement,
les fibres du CST établissent des connexions non spécifiques au sein de régions plus larges que celles
de leurs projections finales. Au cours de la maturation postnatale, ces projections sont éliminées (Curfs

et al., 1994).

2) Voies extrapyramidales

Les projections des voies extrapyramidales dans la moelle épiniére s’établissent au cours de la vie
foetale chez les rongeurs. Ces projections atteignent la substance blanche de la moelle épiniere
thoracique a E14-E15 et sont présentes au niveau lombaire avant la naissance (Auclair et al., 1993;
Kudo et al., 1993; Leong et al., 1984; Vinay et al., 2000b), suivant toujours un gradient rostrocaudal.
Ces projections continuent d’envahir la moelle épiniéere jusqu’a la fin de la deuxieme semaine de vie
(Lakke, 1997). Méme si elles sont présentes des la naissance, ces fibres descendantes ne sont pas
forcément matures d’un point de vue fonctionnel. Des études suggérent que les connexions entre les

MN et les fibres s’établissent au cours de la premiére semaine de vie postnatale (Brocard et al., 1999).
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B) Développement des réseaux moteurs au sein la moelle épiniére

1) Les CPG locomoteurs

Chez le rongeur, des préparations de moelle épiniere in vitro au stade embryonnaire ou néonatal
permettent d’étudier le fonctionnement des CPG locomoteurs. Les études montrent I'apparition de
bouffées rythmiques de potentiel d’action (PA) synchronisés entre les deux cotés de la moelle épiniére,
chez le rat, entre E14 et E16,5 (lizuka et al., 1998). A E18,5, les premiéres alternances droite/gauche
sont observées et les alternances fléchisseur/extenseur apparaissent a partir de E20 (lizuka et al.,
1998; Nishimaru et Kudo, 2000).

A la naissance, les CPG sont fonctionnels (Cazalets et al., 1992, 1990). Toutefois, les rongeurs
n’expriment véritablement la marche qu’a partir de P12 en raison de leur immaturité posturale. De
plus, le développement des voies motrices au sein de la moelle épiniére va permettre un contrdle
supraspinal des CPG, améliorant le comportement moteur qui sera plus fin et plus précis car guidé par

les différents centres moteurs (cortex sensorimoteur, cervelet...) (Clarac et al., 2004).

2) Les motoneurones (MN)

Au cours du développement embryonnaire, les MN des segments cervicaux sont générés plus
précocement (E11-E12) que les MN lombaires (E13-E14), suivant un gradient rostrocaudal (Altman et
Bayer, 1984).

Les MN subissent une maturation morphologique au cours des premiéres semaines de vie.
Chez le rat, le diametre ainsi que I'aire du soma des MN augmentent rapidement au cours des deux
premiéres semaines postnatales jusqu’a atteindre leur taille quasiment définitive au cours de la
troisieme semaine postnatale (Kerai et al., 1995; Tanaka et al., 1992; Westerga et Gramsbergen,
1992). Cette évolution morphologique suit, la encore, une progression rostrocaudale (Cameron et al.,
1989). En ce qui concerne les dendrites, le nombre de dendrites primaires est établi des la naissance
et n’évolue pas en période postnatale (Filipchuk et Durand, 2012; Li et al., 2005). En revanche, avec
I’age, la longueur ainsi que le diametre des arborisations dendritiques intermédiaires et terminales
augmente (Li et al., 2005).

Outre cette maturation morphologique, une maturation fonctionnelle a lieu au cours des trois
premiéres semaines de vie. Elle concerne les propriétés électrophysiologiques des MN. Les propriétés
passives de la membrane sont modifiées. La capacitance, qui dépend de la taille du neurone, augmente
durant la premiére semaine puis se stabilise (Smith et Brownstone, 2020). La résistance d’entrée, qui
dépend de la conductance respective des canaux membranaires et de la densité de ces derniers,

diminue durant le développement postnatal (Durand et al., 2015; Smith et Brownstone, 2020). Enfin,
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le potentiel de repos demeure généralement stable avec I’age, bien qu’une légere hyperpolarisation
puisse étre observée (Durand et al., 2015; Smith et Brownstone, 2020).

En ce qui concerne le potentiel d’action (PA), son amplitude ne change pas ou peu dans les MN
lombaires au cours des deux premiéres semaines postnatales alors que sa durée diminue avec I'age
(Durand et al., 2015; Smith et Brownstone, 2020). La rhéobase, qui correspond a I'intensité de courant
minimale nécessaire pour déclencher un PA, augmente de PO a P8 dans les MN lombaires, puis
présente des valeurs variables, reflet de la diversité des MN (Durand et al., 2015; Nakanishi et Whelan,
2010).

Enfin, il existe différents profils de décharge des MN. Notamment, le profil de décharge
transitoire (une stimulation déclenche un PA ou une bouffée de PA qui ne dure pas), considéré comme
un profil de décharde de MN immature, disparait progressivement apres la naissance au profit du profil
de décharge soutenu (une stimulation déclenche un PA maintenu tout au long de la dépolarisation)
(Durand et al., 2015; Vinay et al., 2000b). Entre P3 et P8, les MN présentant un profil de décharge
soutenu sont majoritaires et leur proportion augmente jusqu’a atteindre 100% a P9 (Durand et al.,
2015).

Des différences de maturation sont retrouvées entre les MN innervant les muscles fléchisseurs
(MN-F) et extenseurs (MN-E). Chez des ratons, entre PO et P5, la résistance et le potentiel de repos
sont similaires entre les MN-F et les MN-E. En revanche, les valeurs de rhéobase sont plus importantes
pour les MN-F (Vinay et al., 2000a). La proportion de MN présentant un profil de décharge soutenu est

plus importante dans les MIN-F.

C) Développement du muscle

1) La myogenése

La myogenese correspond a lI'ensemble des processus nécessaires a la formation du tissu
musculaire au cours du développement embryonnaire (ou lors de la régénération musculaire). Chez
les mammiféres, la myogenéese des muscles squelettiques commence peu apreés la gastrulation et se
poursuit jusqu’a la fin de la croissance postnatale. Les cellules musculaires ont pour origine
embryonnaire les somites mésodermiques. Les somites correspondent aux premieres unités
métamérisées de I'embryon chez les vertébrés (Christ et al., 1977; Ordahl et Le Douarin, 1992). Les
cellules des somites sont multipotentes, et sont a I'origine des cellules de la lignée myogénique mais
également d’autres types cellulaires. La destinée de ces cellules est régie par des sighaux émis dans
I’environnement tissulaire ainsi que par certaines molécules telles que Wnt, EGF (Epidermal Growth

Factor)... (Buckingham, 2001).
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La myogenese débute par une étape de prolifération importante des précurseurs musculaires
dérivés des somites, qui se différencient en myoblastes, ce qui permet d’engendrer un nombre
suffisant de cellules pour la formation du muscle. Les myoblastes se divisent plusieurs fois avant de
quitter le cycle cellulaire, grace au contréle des régulateurs positifs et négatifs du cycle cellulaire
(Walsh et Perlman, 1997), pour se différencier en myocytes. Les myocytes sont des cellules
mononucléées, capables de fusionner et de synthétiser des protéines contractiles. Apres cette étape
de différentiation, les myocytes fusionnent ensuite en myotubes, des cellules allongées de forme
tubulaire, plurinucléées et avec des noyaux en position centrale. Ce mécanisme de fusion comporte
plusieurs étapes (Wakelam, 1985) : (1) I'alignement des myocytes, (2) la reconnaissance et I'adhésion
intercellulaire des myocytes, (3) I'association entre les membranes plasmiques, (4) la fusion des

myocytes et (5) la formation des myotubes.

Figure 9 : Myogenése chez la souris.

Les précurseurs musculaires dérivés des somites (verts) proliferent puis se différencient en myoblastes primaires (rouges)
puis secondaires (jaunes) et enfin postnataux ou adultes (violets), en fonction du moment ol ils entrent dans le
programme de différenciation. Les myoblastes se différencient en myocytes (non représentés sur le schéma). Au cours
de la myogenése primaire, les myocytes primaires fusionnent pour former des myotubes primaires (rouges) et les
myotubes secondaires (jaunes) sont formés au cours de la myogenése secondaire. Au cours de la maturation postnatale,
les fibres musculaires primaires et secondaires sont formées. Certaines cellules progénitrices restent indifférenciées et
entourent les cellules musculaires matures : les cellules satellites. Adapté de Deries et al., 2020.

Toutes ces étapes (prolifération, différenciation et fusion) se déroulent lors de deux phases : 1) la
myogeneése primaire ou embryonnaire, du jour embryonnaire E11,5 a E14,5 chez la souris, qui aboutit
a la formation des myotubes de premiére génération ou myotubes primaires ; 2) la myogenese
secondaire ou feetale, du jour embryonnaire E14,5 a la naissance chez la souris, qui aboutit a la

formation de myotubes de deuxiéme génération ou myotubes secondaires (Biressi et al., 2007;

Duprez, 2002; Ontell et al., 1988) (figure 9).
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Enfin, la différenciation morphologique se termine par la synthése du systéme contractile, qui
occupe le centre des fibres, et le positionnement des noyaux en périphérie : les fibres musculaires
primaires et secondaires. Au cours des premieres semaines postnatales, ces fibres musculaires vont
acquérir leurs caractéristiques adultes, notamment sous l'influence de facteurs hormonaux et

nerveux : maturation postnatale (figure 9).

La formation des contacts synaptiques entre les axones des MN et les myotubes n’arrive qu’a la
fin de la myogenése primaire, ce qui sous-entend que la myogenese primaire, au moins dans son
commencement, ne dépend pas de l'innervation. Des études démontrent notamment que la
dénervation précoce ne modifie pas le nombre de myotubes primaires formés. En revanche, elle inhibe
la formation des myotubes secondaires (DiMario et Stockdale, 1997; McLennan, 1994).

Alors que la plupart des cellules progénitrices se différencient, certaines d’entre elles restent
indifférenciées et entourent les cellules musculaires matures : ce sont les cellules satellites (Biressi et
al., 2007) (figure 9). Ces cellules apparaissent en fin de myogeneése feetale et adoptent une position
spécifique entre la lame basale des fibres et la membrane cellulaire (Mauro, 1961). Au repos, ces
cellules sont dans un état de quiescence, en arrét mitotique. Lors d’un stress ou une lésion musculaire,
les cellules satellites passent du stade quiescent au stade actif, proliferent, se différencient et
fusionnent pour réparer les fibres endommagées.

Le nombre de fibres musculaires est constant une fois le développement embryonnaire achevé
(Timson et Dudenhoeffer, 1990). L’accroissement de la taille du muscle aprés la naissance (Baldwin,
1984) est di a une augmentation de la taille des fibres (hypertrophie) plutét qu’une augmentation de
leur nombre (hyperplasie). En outre, 'augmentation de longueur du muscle s’explique par I'ajout de
sarcomeres a chaque extrémité des fibres musculaires. Cette croissance des fibres semble avoir une
signification fonctionnelle puisqu’elle coincide avec le développement des fonctions posturales et le

passage a la mono-innervation (voir D) De la poly- a la mono-innervation musculaire).

Pour résumer, les principaux processus permettant la mise en place du tissu musculaire sont : (1)
la prolifération des myoblastes, (2) la différenciation en myocytes, (3) la fusion des myocytes en
myotubes, (4) la différenciation en fibres musculaires et (5) la maturation des fibres musculaires. Ces
différentes étapes se déroulent durant la vie embryonnaire et feetale mais également au début de la
vie postnatale, notamment chez les rongeurs. Ainsi, des études démontrent que dans I'EDL d’un raton
agé de deux jours, 40 % des fibres musculaires correspondent a des agrégats de fibres primaires et

secondaires groupés sous une membrane basale commune (Rubinstein et Kelly, 1981). Ces agrégats

ne représentent plus qu’l % de la population des fibres musculaires a P8.
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2) Développement phénotypique du muscle

Des E16, différents types de fibres sont retrouvées au sein du muscle, qui expriment différentes
isoformes de MHC. A ce stade, toutes les fibres expriment la MHC embryonnaire et certaines
expriment la MHC néonatale et la MHC de type | (Condon et al., 1990). Durant les premieres semaines
postnatales, la différenciation des fibres va s’affiner. D’une maniére générale, les fibres primaires
(issues de la myogenése primaire) sont majoritairement lentes et expriment de ce fait la MHC de
type |, mais elles peuvent étre converties en fibres rapides (Blagden et Hughes, 1999), alors que les
fibres secondaires (issues de la myogenése secondaire) peuvent étre lentes ou rapides, exprimant alors

les MHC IIA, IIX et [IB (Wigmore et Evans, 2002; Zhang et McLennan, 1998) (figure 10).

Figure 10 : Transition des différents isoformes de MHC au cours du développement dans les muscles des pattes
postérieures chez le rat.

La phase feetale est caractérisée par la distinction des fibres musculaires primaires en une population de fibres
exprimant les MHC embryonnaires (emb) et MHC | et une autre population exprimant les MHC emb et néonatales
(néo). Les fibres musculaires secondaires expriment les MHC emb et néo. La phase néonatale est caractérisée par
la diversification des fibres musculaires qui expriment toujours les MHC emb et néo mais avec I’émergence de sous
populations de MHC . La phase postnatale est définie par la disparition des MHC emb et néo. Adapté de De Nardi
etal., 1993.

La MHC embryonnaire est retrouvée des E14 de fagon abondante dans I'ensemble des fibres
primaires et secondaires des muscles des pattes postérieures chez le rat (Condon et al., 1990). Aprés
la naissance, I'expression de cette isoforme embryonnaire décroit graduellement jusqu’a disparition
totale aprés la premiere semaine de vie (Butler-Browne et Whalen, 1984; LaFramboise et al., 1990)
(figure 10).

La MHC néonatale est retrouvée dans I'EDL et le TA a E18 (Narusawa et al., 1987), de fagon
préférentielle dans les fibres secondaires (Thompson et al., 1990). Exprimée au cours des 2 premieres

semaines postnatales, son expression diminue progressivement entre la 2™ et la 3°™ semaine
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postnatales (Butler-Browne et Whalen, 1984) (figure 10). La cinétique d’expression de la MHC
néonatale semble dépendante du type de muscle. En effet, elle est totalement absente dans un EDL a
P30 alors gu’il est possible de la retrouver occasionnellement dans le SOL a P60 (LaFramboise et al.,
1990).

Retrouvée des E16 dans le SOL, la MHC | est exprimée conjointement avec la MHC
embryonnaire dans les myotubes primaires (Narusawa et al., 1987) (figure 10). Dans I'EDL, a E19, le
nombre de fibres exprimant la MHC | est proche du nombre retrouvé dans I’'EDL adulte (Rubinstein et
Kelly, 1981). La synthése de la MHC | débute avant que les premiers contacts neuromusculaires ne
soient établis (Condon et al., 1990), ce qui sous-entend un processus de pré-détermination du type de
fibre indépendant de l'innervation. Cependant, les expériences de dénervation entrainent une
diminution de I'expression de MHC | dans le muscle, et suggérent que I'innervation permet le maintien
de la synthese des MHC | (DiMario et Stockdale, 1997; McLennan, 1994). Aprés I'établissement de la
poly-innervation (voir D) De la poly- a la mono-innervation musculaire), le SOL acquiert
progressivement son phénotype adulte et montre une accumulation de MHC lentes et une diminution
des isoformes développementales (Butler-Browne et Whalen, 1984).

Les genes des MHC rapides sont exprimés au cours de la vie foetale puis une répression
transitoire est observée a la naissance (DeNardi et al., 1993). L’analyse par western blot montre que
les MHC IIA et IIB sont présentes dans le SOL et I'EDL dés P7 et leur proportion augmente jusqu’a ce
que I'animal atteigne I'dge adulte (Agbulut et al., 2003) (tableau 2).

L’évolution des proportions des différentes isoformes de MHC dans le SOL et I'EDL, deux
muscles d’intérét pour ce projet, chez la souris au cours du développement, sont présentées dans le

tableau 2.

Tableau 2 : Répartition des différentes isoformes de MHC (en %), analysé par western blot, dans le
soleus et I’EDL au cours du développement postnatal et jusqu’a I'dge adulte chez la souris.
Adapté de Agbulut et al., 2003.
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D) De la poly- a la mono-innervation musculaire

Comme indiqué précédemment, la formation des jonctions neuromusculaires, c’est-a-dire des
sites de communication entre les MN a et les cellules musculaires, n’arrive qu’a la fin de la myogenése
primaire. Avant I'arrivée des axones des MN, des amas de récepteurs a I'acétylcholine (AChR) se
forment au niveau des myotubes (Kummer et al.,, 2006). Les axones des MN forment un nerf
intramusculaire principal qui s’étend a travers la région centrale du muscle (Burden, 2002) et
atteignent ces clusters d’AChR pour former des synapses avec les myotubes. Ainsi, chaque fibre

musculaire regoit plusieurs terminaisons nerveuses, ce qui la maintient dans un état indifférencié.

Figure 11 : Passage de la poly- a la mono-innervation musculaire au cours du développement chez le rongeur.

Les récepteurs a I'acétylcholine sont exprimés sur toute la surface des myotubes avant la formation des synapses. Les
axones atteignent ces clusters de récepteurs et la fibre musculaire est poly-innervée. Aprés la naissance, un
remodelage important se produit et le processus d’élimination des synapses est atteint 2 semaines postnatales. Adapté
de Bloch-Gallego, 2015

Chez le rat, cette poly-innervation régresse progressivement au cours des deux premiéres
semaines postnatales, pour laisser place a une mono-innervation (Bennett et Pettigrew, 1974; Brown
et al., 1976) (figure 11). Le passage de la poly- a la mono-innervation dans le muscle est une étape clé
du développement postnatal. Cet élagage synaptique repose sur un processus de compétition entre
les multiples terminaisons nerveuses. La stabilisation ou I’élimination des synapses est liée a leur
activité, autrement dit le nombre de stimulations par unité de temps. Les synapses les moins actives
sont éliminées, ce qui renforce I'activité des synapses « efficaces », qui vont perdurer (Changeux et
Danchin, 1976; Ridge et Betz, 1984). En outre, I'activité asynchrone entre les différentes synapses

améliore la compétition et favorise la mise en place de la mono-innervation (Favero et al., 2012).
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Ce passage de la poly- a la mono-innervation est important notamment dans la différenciation
des types de fibres musculaires. Chaque MN innerve un certain nombre de fibres musculaires
présentant un phénotypage semblable. Les MN présentent eux-mémes un typage qui influence le
contenu en myosine des fibres musculaires qu’ils innervent (Burke, 1981). A P8, la poly-innervation est
encore présente dans le SOL d’un raton et le phénotypage montre que ce muscle contient 55% de
fibres lentes et 45% de fibres rapides exprimant des MHC développementales (Thompson et al., 1984).
Il est démontré que les unités motrices (I'ensemble des fibres musculaires innervées par un méme
MN) ne sont pas homogenes, avec 50 a 70% de fibres musculaires de méme type (Fladby et Jansen,
1990). A P16, la poly-innervation a majoritairement disparu et les unités motrices ne sont plus
composées que d’un seul type de fibres musculaires, en accord avec les propriétés du MN (Fladby et

Jansen, 1990)

Les muscles dits « lents » et « rapides » (autrement dit majoritairement composés de fibres lentes
ou rapides) ne sont pas influencés de la méme maniére par la mise en place de I'innervation définitive.
Ainsi, la dénervation des membres postérieurs de ratons a P7 entraine une atrophie musculaire mais
ne modifie pas la cinétique d’apparition des MHC rapides et de disparition des MHC néonatales (Butler-
Browne et al., 1982). En revanche, dans les muscles squelettiques lents, la dénervation provoque une
diminution de la synthése de MHC lente et induit I'apparition d’isoformes rapides (Gauthier et Hobbs,
1982). Les modifications de I'innervation semblent donc impacter préférentiellement les fibres de type

lentes.

E) Développement des voies sensorielles afférentes

Les CPG locomoteurs sont capables de produire leur activité en I'absence d’influences extérieures.
Cependant, les informations sensorielles vont permettre d’ajuster, corriger et affiner les
mouvements. C’'est pourquoi le développement des voies sensorielles est également important dans
la maturation de la commande motrice.

Les ratons nouveau-nés présentent une sensibilité accrue reflétée par des réponses aux stimuli
sensoriels exagérées (Stelzner, 1971). Au cours des premieres semaines de vie, ces réponses se
modulent et s’affinent, suggérant une maturation postnatale des projections afférentes (Smith et al.,
2017). Durant le développement embryonnaire du rat, les fibres présentes dans les racines dorsales
pénetrent dans la substance blanche a E14 ; elles envahissent la substance grise a E15, se trouvent a
proximité de I'arborisation dendritique des MN a E16 et forment les premiers boutons synaptiques sur
les MN a E17 (Ziskind-Conhaim, 1990). Au cours des stades précoces de la synaptogenése, des

connexions aberrantes sont établies et représentent 29% des synapses entre MN et afférences
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sensorielles primaires entre E18 et E21 (Seebach et Ziskind-Conhaim, 1994). A la naissance, entre P3
et P5, ce nombre de connexions aberrantes diminue fortement.

La stimulation des racines dorsales a E15-E16 chez le rat entraine des réponses polysynaptiques.
Les connexions monosynaptiques entre les afférences proprioceptives la et les MN sont observées
autour de E18 (Kudo et Yamada, 1987; Ziskind-Conhaim, 1990). A la naissance, le réflexe myotatique
est donc fonctionnel. L'amplitude de la réponse monosynaptique augmente jusqu’a devenir maximale

a P2-P3 (Kudo et Yamada, 1987).

F) Comportement moteur : posture et locomotion

La maturation de la posture et de la locomotion reflete bien la maturation du systéeme moteur.
Chez la plupart des espéces, les mécanismes a la base de la locomotion commencent a se développer
pendant la période prénatale. Cependant, chez des espéces altriciales comme I'Homme et le rat, une
grande partie de ce développement se poursuit apres la naissance.

Dans la plupart des espéces animales et notamment chez le rat, des mouvements sont observés
dés les stades précoces du développement embryonnaire (Narayanan et al., 1971). Au jour
embryonnaire 16 (E16), une motilité est observée chez le rat. L'embryon montre des phases d’activité
courtes, entrecoupées par des phases d’inactivité longues, dont la fréquence augmente jusqu’a E18
(Narayanan et al., 1971). L'apparition de ces mouvements suit un gradient rostrocaudal: ils
commencent par la téte puis s’étendent progressivement, les mouvements des pattes postérieures
étant observés aprés ceux des pattes antérieures (Narayanan et al., 1971). A E20, les mouvements
observés sont aléatoires et non coordonnés (Bekoff et Lau, 1980; Narayanan et al., 1971). A cette
période, une activité nerveuse comparable a la locomotion est observée au niveau de la moelle
épiniére lombaire (Nishimaru et Kudo, 2000; Vinay et al., 2002). Cette activité est générée par les CPG
locomoteurs.

Apres la naissance, cette motilité spontanée est encore observée au cours des phases actives
du sommeil et correspond a des mouvements convulsifs des membres appelés twitches (Blumberg
et Lucas, 1994; Narayanan et al., 1971). Ces twitches auraient deux origines, mises en évidence suite a
la section thoracique de la moelle épiniere de ratons P5-P8 : (1) locale, liée a une activité spontanée
des MN spinaux ; (2) supraspinale, liée a I'activation des MN spinaux par des voies descendantes
supraspinales (Blumberg et Lucas, 1994). Ces mouvements spontanés entrainent un retour
proprioceptif, impliqué dans la construction des représentations corticales et spinales du corps. Ces
afférences proprioceptives sont également importantes dans la formation et la maturation des réseaux
neuronaux et contribuent au remodelage des circuits sensorimoteurs (Blumberg et al., 2015; Brumley

et Robinson, 2013). Enfin, ces informations sensorielles permettent de corriger les mouvements
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réalisés et de développer un répertoire de mouvements plus fluides, plus précis et de plus en plus
complexes (Hadders-Algra, 2018).

Chez 'Homme, I'évaluation des mouvements généraux ou General Movements (GM) (de
Vries et al., 1985, 1982; Prechtl, 1990; Prechtl et al.,, 1979) permet d’évaluer l'intégrité du
fonctionnement cérébral chez le nouveau-né. Ces GM, qui apparaissent dés la vie foetale, sont des
mouvements spontanés et fréquents qui impliquent I'ensemble du corps (de Vries et al., 1985, 1982).
lls vont disparaitre progressivement a partir de 20 semaines apres la naissance, conjointement a
I'apparition des mouvements volontaires (Einspieler et Prechtl, 2005). Pendant le développement, le
répertoire des GM va évoluer vers des mouvements fluides, précis et de plus en plus complexes
(Hadders-Algra, 2018). Les mouvements « agités » ou « fidgety movements » représentent des
mouvements de faible amplitude, de vitesse modérée avec des accélérations variables impliquant le
tronc et les membres dans toutes les directions (Einspieler et Prechtl, 2005). Ces mouvements sont

observés chez I'enfant de 9 a 20 semaines.

A la naissance, malgré la présence de CPG locomoteurs matures et fonctionnels, les rongeurs
ne sont pas capables de marcher en raison d’'une immaturité de la posture (Cazalets et al., 1990;
McEwen et al., 1997). La maturation de la posture suit également un gradient rostrocaudal au cours
des 10 premiers jours de vie (Altman et Sudarshan, 1975; Brocard et al., 1999; Clarac et al., 2004, 1998;
Geisler et al., 1993; Westerga et Gramsbergen, 1990) :
e PO : le raton rampe, il ne posséde pas la force musculaire et le contréle postural nécessaires
pour supporter son poids.
e P2 :leraton pivote sur lui-méme, tourne la téte et commence a utiliser les pattes antérieures.
e P7:seule la partie antérieure du corps présente des adaptations posturales.
e Apres P10 : le raton se dresse en posture quadrupede et le ventre s’éléeve du sol.
e P12-P13:le raton marche mais les mouvements sont lents, il présente une posture immature
et une instabilité.
e P14: le raton parvient a effectuer des manipulations avec ses pattes antérieures en se
maintenant sur ses pattes postérieures.
e P15: le raton présente des comportements moteurs plus complexes et fluides, et la

locomotion présente les caractéristiques adultes.
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Cette maturation rostrocaudale de la posture et la locomotion refléte la maturation rostrocaudale

des différentes structures nerveuses impliquées dans le controle moteur (figure 12).

Figure 12 : Maturation du systéme moteur associée au développement de la posture et de la locomotion chez

le rat.
La maturation de la posture et de la locomotion chez le rat reflete la maturation du muscle et des voies

supraspinales impliquées dans le contréle moteur.
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Chapitre 2 : activité sensorimotrice atypique

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit I'activité physique comme « tout
mouvement corporel produit par les muscles squelettiques qui requiert une dépense énergétique ». |l
existe plusieurs facons de pratiquer une activité physique : marcher, jardiner... L'OMS préconise des
volumes d’activité physique a pratiquer afin de maintenir une bonne santé, la santé étant définie
comme un « état de complet bien-étre physique, mental et social, qui ne consiste pas seulement en une
absence de maladie ou d’infirmité ». Ainsi, pour un adulte agé entre 18 et 64 ans, I'OMS recommande
de pratiquer au moins 150 minutes d’activité physique d’intensité modérée par semaine (figure 13). A
distinguer de I'activité physique, I'exercice physique est quant a lui planifié, répété et pratiqué dans le
but d’améliorer la condition physique, la santé. Ainsi, tout exercice physique sera considéré comme

une activité physique, mais toutes les activités physiques ne sont pas des exercices physiques.

Figure 13 : Durée d’activité physique recommandée par ’'OMS en fonction de I'dge.

Célebre médecin de la Gréce antique, Hippocrate fut le premier a fournir une prescription
d’exercice a un patient malade. Il écrivait : « ’'homme, mangeant, ne peut se bien porter, s’il ne fait
aussi de I'exercice ». Depuis, de nombreuses études menées chez 'Homme et I'animal démontrent les
effets bénéfiques de I'activité physique et notamment de I’exercice sur I'organisme : amélioration de
la prise en charge des maladies métaboliques comme I'obésité ou le diabéete (Irving et al., 2008; Lee
etal.,2012; Zhang et al., 2017), amélioration de la fonction cardiaque (Bernardo et al., 2010; McMullen
et al., 2007), augmentation de la force et de la masse musculaire (Lixandrdo et al., 2018; Schoenfeld et
al.,, 2016)... Les effets bénéfiques de I’exercice au niveau central et notamment sur les fonctions
cognitives sont largement documentés : amélioration de la mémoire ((Griffin et al., 2011; Stroth et al.,

2009), ralentissement du déclin cognitif (Richards et al., 2003)... Ainsi, I'exercice physique pratiqué tout
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au long de la vie est associé a une augmentation de la durée de vie et retarde notamment I'apparition
de maladies chroniques ou de pathologies neurodégénératives.

L’activité physique semble également jouer un réle crucial dans les premiéres années de la vie,
au cours du développement de I'enfant et de I'adolescent. En 2010, 'UNICEF lance le concept des
« 1000 premiers jours », période allant de la conception de I'enfant, comprenant les 9 mois de
gestation et couvrant les 2 premieres années de vie. Ces 1000 premiers jours représenteraient une
phase de « programmation de la santé » et constitueraient une fenétre de vulnérabilité pendant
laquelle I'individu serait sensible aux facteurs environnementaux positifs (ex : activité physique) et
négatifs (ex : stress). Le concept de I'origine développementale de la santé et des maladies (DOHaD,
Developmental origins of health and disease) a émergé et soutient I'hypothése selon laquelle
I"apparition de maladies chronique a I’dge adulte a, au moins partiellement, une origine précoce (Bruné
Drisse, 2016). Ce constat justifie que la durée d’activité physique recommandée par I'OMS est d’autant
plus importante que l'individu est jeune. Ainsi, un enfant agé entre 1 et 5 ans doit pratiquer 180
minutes d’activité par jour, ce temps étant réduit a 60 minutes par jour entre 5 ans a 18 ans (figure
13).

L'activité physique pendant I’enfance est particulierement importante car impliquée dans le
développement du systeme neuromusculaire. Au cours du développement typique, le répertoire des
mouvements généraux ou General Movements (GM), observés chez I'enfant de 9 a 20 semaines, se
complexifie avec I’age jusqu’a I'acquisition de mouvements fluides, précis et de plus en plus complexes
(Hadders-Algra, 2018). La variation et la complexité accrues de ces mouvements généraux permettent
le développement et le raffinement des réseaux sensorimoteurs, sur la base de I'existence d’'une
boucle d’intégration sensorimotrice. La production du mouvement est initiée par le cortex moteur. Les
informations cutanées et proprioceptives sur les mouvements effectués sont intégrées par le cortex
somesthésique avant transmission au cortex moteur. Ceci va permettre de corriger, d’affiner les
mouvements afin de constituer un répertoire moteur plus fluide et plus complexe. Ainsi, le
développement des réseaux sensorimoteurs nécessite le développement du systéme musculaire
(permettant notamment le soutien du corps), un contréle moteur efficace, la maturation du systeme
vestibulaire (nécessaire a I'équilibre) et un retour somatosensoriel (Jamon, 2006). Toutes ces étapes
ont lieu durant les premiéres semaines de la vie et sont sous linfluence des conditions
environnementales.

Le manque d’activité physique ou une certaine hypoactivité et la faible interaction avec
I’environnement pendant I'enfance se traduisent par des activités sensorimotrices atypiques (ASMA),

entrainant des conséquences sur I’'organisme tout entier et en particulier des modifications du systeme
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neuromusculaire. En effet, lorsqu’un individu
interagit avec son environnement, les
boucles sensorimotrices se renforcent. Lors
d’ASMA, les interactions de I'individu avec
son environnement sont
affaiblies/modifiées, ce qui se répercute sur
les boucles sensorimotrices et le systéme
neuromusculaire. Les conséquences sont
d’autant plus importantes lorsqu’elles
surviennent tres précocement dans la vie,
durant des périodes importantes de
construction et de maturation du systéme
neuromusculaire. Les mouvements
réduits/atypiques entraineraient un retour . . . . .
Figure 14 : Dialogue muscle-cerveau dans une situation d’ASMA.
sensoriel anormal et des conséquences sur le
systéme nerveux immature, notamment sur les cortex somesthésique et moteur. Ceci se répercuterait
sur le systéme musculaire, renforcant la production de mouvements réduits/atypiques. Dans le cas
d’ASMA, le cerveau et les muscles communiqueraient donc a travers un cycle délétere et auto-

entretenu (figure 14) (Coq et al., 2020).

I) Situations d’activité sensorimotrice atypique

A) Situations d’activité sensorimotrice atypigue rencontrées chez

I'Homme

Il existe dans la vie courante, des situations d’hypoactivité, situations au cours desquelles un
individu n’est pas suffisamment actif physiquement. Chez I’'adulte comme chez I'enfant, ces situations
peuvent étre d’ordre sociétal (sédentarité, inactivité physique). Ces situations peuvent également étre
subies comme lors d’un platrage, d’un alitement prolongé ou encore dans le cas de certaines
pathologies neurodéveloppementales comme la paralysie cérébrale (PC) ou le trouble

développemental de la coordination (TDC).
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1) Sédentarité et inactivité physique

Selon la Haute Autorité de Santé (HAS), la sédentarité est définie comme « une situation d’éveil
caractérisée par une dépense énergétique inférieure ou égale a la dépense énergétique en position
assise ou allongée ». Qualifié de « cause majeure de maladies et d’incapacités », ce mode de vie
constitue un probléme de santé publique mondial a I'origine d’environ 3,2 millions de déces par an. La
sédentarité est a distinguer de I'inactivité physique. Toujours selon la HAS, I'inactivité physique se
définit comme « un niveau insuffisant d’activité physique d’endurance d’intensité modérée et/ou
élevée, qui ne respecte pas les recommandations fixées par 'OMS pour la santé ». Ainsi, il existe
plusieurs profils. On peut étre physiquement actif mais sédentaire, mais également sédentaire et
inactif, ce qui constitue un profil a haut risque pour la santé.

En 2008, 31% de la population mondiale agée de plus de 15 ans ne respectait pas les
recommandations de 'OMS en termes d’activité physique. Ce phénomene n’a fait que s’accroitre
puisqu’en 2019, une étude a alerté sur le fait que plus de 80% des adolescents scolarisés dans le monde
ne sont pas assez actifs physiqguement, et que ce manque d’activité physique met en danger leur santé
actuelle et future (OMS, 2019). En effet, nous passons de plus en plus de temps devant les écrans avec
le développement de nouvelles technologies mais également en raison des nouvelles habitudes de
travail mises en place suite a I’épidémie de Covid-19 (télétravail, cours en visioconférence). Méme chez
les enfants agés de 2-3 ans, les recommandations en terme de temps d’écran ne sont pas respectées
(Bernard et al.,, 2022). Nous marchons également de moins en moins: I'offre des transports en
commun est de plus en plus importante et étendue, des mobilités douces (notamment le vélo a
assistance électrique, trottinette électrique) se développent, les enseignes de supermarché mettent

en place le Drive pour la récupération des courses, la livraison de repas a domicile est en plein essor...

2) Alitement prolongé et platrage

L’alitement prolongé est un exemple d’hypoactivité subie. Dans certaines conditions
(traumatismes, cancer, chirurgie), I'alitement prolongé peut s’avérer nécessaire. Dans ces situations,
les périodes de repos sont importantes et permettent, notamment, d’éviter les efforts physiques
inutiles. Les ressources métaboliques de I'organisme sont utilisées pour la guérison et la cicatrisation
des tissus endommagés. Les muscles étant moins sollicités, la consommation en oxygene par ces
derniers est réduite, permettant une délivrance préférentielle de I’oxygéne aux organes endommagés.
Enfin, cette position permet également de réduire les demandes métaboliques au niveau cardiaque et
de prévenir les problemes d’ischémie et d’arythmie (Brower, 2009). Ce phénomeéne concerne les

adultes mais également les enfants. En France, environ 11 000 enfants malades ou accidentés sont
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scolarisés chaque année dans les établissements hospitaliers et sanitaires, avec en général, un impact
sur la progression scolaire.

L'immobilisation par platrage d’'un membre inférieur ou supérieur est également considérée
comme une situation d’hypoactivité subie. Lors d’une fracture, le platrage permet au membre cassé
de guérir et se régénérer par le maintien au repos. Le platrage des membres, supérieurs comme
inférieurs, entraine une réduction de I’activité physique générale chez les adolescents (mesurée par le
port d’un accélérometre durant le platrage) (Ceroni et al., 2011). Dans la méme population, le platrage
suite a une fracture de la jambe ou de la cheville entraine une diminution de la densité osseuse des os
du membre inférieur touché (Ceroni et al., 2012). Chez I'adulte, le platrage entraine des conséquences

au niveau musculaire (atrophie, perte de force...) (Campbell et al., 2019).

3) Troubles neurodéveloppementaux

La paralysie cérébrale (PC) représente la premiére cause d’incapacité physique chez I’enfant.
Cette pathologie concerne 17 millions de personnes dans le monde, 125 000 en France. La PC résulte
d’un épisode hypoxo-ischémique survenu chez le feetus (pendant la grossesse) ou le nourrisson (autour
de la naissance, jusqu’a I'age de 2 ans), entrainant des lésions irréversibles de la substance blanche
périventriculaire, parfois associées a des atteintes de la substance grise et des Iésions axonales dans
le cortex, la plaque sous-corticale, le thalamus, les noyaux gris centraux et le cervelet (Boog, 2010).
Cette pathologie est responsable d’un développement moteur anormal entrainant des conséquences
plus ou moins impactantes, allant d’'une légere difficulté a marcher a une atteinte sévere de la
motricité nécessitant 'usage d’un fauteuil roulant. Ces conséquences motrices sont souvent
accompagnées de difficultés cognitives ou sensorielles : troubles visuels, troubles d’apprentissage,
déficience intellectuelle... (Patel et al., 2020).

Le trouble développemental de la coordination (TDC), ou dyspraxie, est une pathologie
neurodéveloppementale qui concerne 5 a 6% des enfants d’age scolaire. La cause exacte du TDC reste
inconnue, les déficiences motrices ne pouvant pas étre attribuées a une affection neurologique ou un
handicap intellectuel. Ce trouble se caractérise par des déficits dans I’acquisition et I’exécution
d’habiletés motrices coordonnées, qui se traduisent par des compétences motrices altérées
(maladresse, lenteur, imprécision), responsables de difficultés dans les activités de la vie quotidienne.
Sous le terme TDC, une grande diversité de populations est regroupée. Il existe une hétérogénéité
importante en termes de sévérité et de forme du trouble : déficiences fonctionnelles, répercussions
sur les activités de la vie quotidienne... Considéré comme un « handicap invisible » jusqu’a I'dge de 5-
6 ans, ce trouble devient totalement perceptible a I'entrée en école primaire et la perception des

difficultés chez I'’enfant entraine souvent la premiéere consultation chez un professionnel de santé. Le
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diagnostic s’établit selon les criteres du manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux
(DSM-5-TR). Ces enfants présentent également des troubles cognitifs et des troubles des fonctions
exécutives (Ip et al., 2021).

Les problémes sensorimoteurs ne concernent pas que les enfants dyspraxiques. lls sont mis en
évidence dans les autres troubles des DYS, tels que la dyslexie, la dysorthographie et la dyscalculie
(Marchetti et al., 2022; Westendorp et al., 2011), mais également chez les enfants qui souffrent d’un
Trouble du Déficit de I’Attention avec ou sans Hyperactivité (TDAH) (Egeland et al., 2013; Mokobane
et al.,, 2019). Enfin, les enfants présentant un trouble du spectre autistique peuvent également
montrer des difficultés motrices : hypotonie, retard dans la marche... (Ming et al., 2007) ;

Ainsi, que I'origine soit liée a une Iésion cérébrale, a un trouble du neurodéveloppement, ou qu’elle
soit sociétale, le point commun entre ces différentes situations est que ces enfants présentent une
activité sensorimotrice insuffisante (au regard des recommandations de ’'OMS) et atypique, et sont
donc moins susceptibles d’étre physiquement actifs. Dans une étude européenne intitulée SPARCLE
(Study of Participation of Children with Cerebral Palsy Living in Europe), il est démontré que 52% des
adolescents atteints de PC ne participent pas a des activités de groupe et 60% ne participent pas a des
activités dans des installations de loisirs. De méme, les enfants présentant un TDC participent moins
aux activités physiques que les enfants au développement typique (Fong et al.,, 2011). Plus
généralement, les enfants présentant des compétences motrices faibles ont tendance a étre moins
actifs physiquement (Barnett et al., 2009; Robinson et al.,, 2012). Ces enfants entrent dans une
« spirale négative de désengagement » (figure 15) (Stodden et al., 2008) : les faibles compétences
motrices entrainent un manque de confiance en soi, la peur du ridicule, I'enfant ne participe plus aux
jeux physiques et activités sportives, ce qui renforce les altérations motrices.

Figure 15 : Spirale négative du désengagement.

Les enfants porteurs de PC ou de TDC présentent
des déficits dans I'acquisition et I'exécution des
habiletés motrices. Ceci entraine des compétences
motrices faibles, responsables d’un manque de
confiance en leur capacité a effectuer divers
mouvements. L’enfant est moins susceptible de
participer aux jeux physiques et activités sportives.
Cette hypoactivité augmente les facteurs de risque

de maladie et les conséquences négatives sur la
sante. Adapté de Faigenbaum et Myer, 2012.
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Des modeles ont été développés chez 'Homme et I'animal afin de mieux comprendre les

mécanismes de plasticité neuromusculaire mis en place dans le cadre d’ASMA.

B) Modeles expérimentaux d’activité sensorimotrice atypigue chez

I'Homme

Les modeles expérimentaux d’ASMA chez 'Homme ont principalement été développés pour la

recherche spatiale. L’alitement prolongé ou « bed rest » est un des premiers protocoles utilisés pour

permettre d’étudier les changements physiologiques induits par un vol spatial. Cette méthode consiste

a placer les sujets en position anti-orthostatique, téte légérement plus basse que les pieds, avec une

inclinaison du lit de —6° par rapport a I'horizontale (figure
16). Le protocole peut durer de quelques jours a plusieurs
mois. Cette position particuliere du corps permet d’induire
la mise en place de mécanismes similaires a ceux observés
lorsque I'organisme s’adapte a la microgravité : perte de
poids, redistribution des liquides de |'organisme vers la

partie thoracocéphalique, disparition de la pression

hydrostatique... (Longnecker et Molins, 2006).

L'immersion séche ou « dry immersion » est
un autre modele expérimental utilisé par les
scientifiques en recherche spatiale. Ce protocole peut
durer de quelques jours a quelques mois. Une bache
étanche et élastique est tendue a la surface d’'une
piscine remplie d’eau dont la température est
maintenue a 37°C (figure 17). Cette bache permet au
sujet d’étre isolé de l'eau et de paraitre «en

apesanteur ». En effet, cette situation mime une

Figure 16 : Modéle d'alitement prolongé.
(Source : German Space Agency’s (DLR))

Figure 17 : Modéle d'immersion séche.
(Source : Demangel et al., 2017)

absence totale de force gravitationnelle et réduit considérablement la charge imposée aux muscles

posturaux. Ce protocole entraine de nombreuses conséquences sur I’organisme, telles qu’une atrophie

musculaire, une spasticité, une redistribution des fluides de I'organisme, une résorption osseuse...

(Navasiolava et al., 2011).

59



Revue bibliographique — Chapitre 2

Le modele de suspension du membre inférieur (figure 18-A)
mis au point en 1991 consiste en une suspension unilatérale de la
jambe vers l'arriere, au moyen d’un harnais porté sur I'épaule et
attaché a la chaussure (Berg et al., 1991). La semelle de la chaussure
de l'autre jambe est épaissie (50 mm), afin de permettre I'extension
du membre suspendu. Le sujet se déplace a I'aide de béquilles. Ce
modele permet de limiter la charge corporelle, sans entrainer un
blocage total de I'articulation. Dans un modele plus récent (figure 18-

B), le harnais n’est plus utilisé et la semelle de la chaussure a une

Figure 18 : Modéle de suspension
d'un membre inférieur.
permet au membre suspendu de rester en position droite et de (Source: Tesch et al., 2016)

épaisseur plus importante (100 mm) (Tesch et al., 2016). Ce modéle

garder une liberté de déplacement passif autour de la hanche.

Il existe également des modéles d’immobilisation d’un membre inférieur ou supérieur par
platrage. Dans ce cas, le membre et son articulation sont complétement immobilisés. Ce protocole
entraine une inactivité du membre platré plus importante que dans le cas d’une suspension unilatérale

ou un alitement prolongé.

Pour des raisons éthiques évidentes, il n’existe pas de modéles expérimentaux d’ASMA
précoce chez 'Homme. Les études menées chez les enfants consistent a évaluer I'activité physique via
différents appareils : capteur de fréquence cardiaque, accélérométre ou encore en positionnant un
moniteur a l'intérieur d’'un matelas pour enregistrer 'activité des nourrissons (Pate et al., 2019).
L'activité peut aussi étre évaluée par des questionnaires destinés aux parents ou aux enfants selon
I’age, ou encore par I'observation directe, mais sur de courtes périodes (quelques heures) (Pate et al.,
2019). Ainsi, il était important de développer des modeles animaux d’ASMA précoce afin de pouvoir

en étudier les effets sur I'organisme.
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C) Modeles expérimentaux d’activité sensorimotrice atypique chez

I’animal

1) Modéles animaux d’activité sensorimotrice atypique chez I’adulte

Des modeles d’ASMA ont été développés chez
I’adulte. Pour la recherche spatiale et I'étude des effets
de la microgravité, le modele mis en place chez le rat ou
la souris consiste en une surélévation du train postérieur
de I'animal par la queue pendant 14 jours (figure 19)
(Morey et al., 1979) ou via un systeme de harnais
(Chowdhury et al.,, 2013). Ce systeme empéche tout
contact des pattes postérieures avec le sol, tout en
laissant a l'animal une liberté de mouvements, lui

Figure 19 : Modéle d'élévation du train
postérieur par la queue. permettant de se déplacer, manger et se toiletter a I'aide

(Source : Marzuca-Nassr et al., 2017)
des pattes antérieures. Ce protocole constitue le modéle
de référence pour étudier les effets de la microgravité. En effet, il permet d’induire les réponses
physiologiques telles que I'atrophie musculaire ou le déplacement des liquides corporels vers la partie
thoracocéphalique.
L’hypoactivité peut également étre induite par contention. Les rongeurs sont placés dans une cage
(12 cm de long x 8 cm de large x 12 cm de hauteur) dont le volume présente environ 80 % de réduction
par rapport a une cage standard utilisée pour un rat adulte (Marmonti et al., 2017).
Des modeéles d'immobilisation des pattes postérieures ont également été développés chez le
rat ou la souris. Un des protocoles consiste a immobiliser par platrage une ou les deux pattes
postérieures (figure 20) (Booth et Kelso, 1973; Williams, 1988). Des alternatives au platre consistent

en l'utilisation de dispositifs en maille d’acier et de coton (Coutinho et al., 2002) ou de fermetures

auto-agrippantes (bande Velcro) (Aihara et al., 2017).

Figure 20 : Modéle d'immobilisation des pattes postérieures chez la souris adulte.
(Source : Aihara et al., 2017)
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2) Modéles animaux d’activité sensorimotrice atypique précoce

La surélévation du train postérieur peut étre utilisée au cours du développement. Suivant le
méme principe que chez I'animal adulte, les animaux peuvent étre suspendus par la queue du jour
postnatal 10 (P10) a P30 (Serradj et al., 2013), voire des P2 (Walton et al., 1992). Toutefois,
contrairement a I'adulte ol la suspension est continue, les jeunes animaux sont régulierement remis
aleur mere pendant des périodes de 2h, aprés 6h de suspension (Serradj et al., 2013). L'immobilisation
d’un membre postérieur, cité précédemment, est également utilisée en période postnatale, soit au
moyen d’une botte fabriquée en matériau thermoplastique (Westerga et Gramsbergen, 1993), soit par
platrage (Picquet et al., 1998). Dans ce cas, la contrainte est de changer régulierement le dispositif
pour I'adapter a la taille de I'animal.

Plus récemment, ce systeme a été adapté pour permettre I'immobilisation des deux membres
postérieurs en extension de fagon discontinue (16h par jour), dés la naissance (P1) et pendant une
durée de 4 semaines (jusqu’a P28), tout en permettant aux ratons de se déplacer a I'aide de leurs
pattes antérieures, d’uriner, déféquer, de téter et de recevoir les soins maternels (figure 21) (Delcour
et al., 2018a, 2018b). De P1 a P7, les membres postérieurs sont attachés a I'aide d’adhésif médical. A
partir de P8, les membres postérieurs sont immobilisés en position étendue et attachés a un cadre en
résine époxy adapté a la taille de I'animal. Le dispositif d’'immobilisation est mis en place
essentiellement pendant la phase d’obscurité (de 16h a 8h le lendemain). Les animaux peuvent donc

se déplacer librement 8h/jour. Ce modéle est appelé modeéle de restriction sensorimotrice (RSM).

Figure 21 : Modéle de restriction sensorimotrice (RSM) chez un rat égé de 8 jours.

Enfin, un modeéle de paralysie cérébrale (PC) a été développé chez le rat. Ce modele consiste
a reproduire I’hypoxie/ischémie prénatale qui est, chez I'enfant, souvent a I'origine de la PC. Au jour
embryonnaire 17 (E17), une sténose par ligature est réalisée sur les artéres utérines, ce qui induit une
ischémie prénatale et une hypoxie (Delcour et al., 2011). Un autre modele consiste en I'utilisation de
microbobines en acier enroulées autour des arteres intra-utérines a E17 afin de produire I'ischémie
intra-utérine (Coq et al., 2018; Ohshima et al., 2016). Dans ces deux procédures, une réduction de 15%
a 20% du flux sanguin dans le placenta et le feetus est observée quelques heures aprés la sténose. A la

naissance, les ratons avec un retard de croissance (poids corporel plus faible) sont considérés comme
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des animaux ayant subi I'ischémie. Ce modele induit des Iésions de la substance blanche similaires a

celles observées chez les enfants souffrant de PC (Olivier et al., 2005).

Ainsi, paralysie cérébrale (PC) et trouble développemental de la coordination (TDC) sont deux
atteintes responsables d’'une ASMA précoce. Alors que la PC a pour origine des lésions cérébrales
irréversibles survenues chez le foetus ou le nourrisson, les enfants porteurs de TDC ne présentent pas
de lésions cérébrales et les causes de ces troubles demeurent encore inconnues aujourd’hui.
Cependant, certaines études avancent le fait que TDC et PC pourraient s’inscrire dans un continuum
de troubles du mouvement (Pearsall-Jones et al., 2010; Williams et al., 2014). Les paragraphes suivants
présentent les conséquences de ces deux atteintes cérébrales sur le systeme neuromusculaire ainsi
qgu’a I'échelle du corps entier, a la fois chez ’'Homme et dans les modeles animaux présentés
précédemment. Dans les figures présentées, le choix a été fait de se focaliser sur le modéle de

restriction sensorimotrice (RSM), modele d’étude pour ce projet de théese.

Il) Conséquences de lactivité sensorimotrice

atypique précoce sur I'organisme

A) Conséquences de I'activité sensorimotrice atypigue précoce sur

le systéeme nerveux

1) Troubles moteurs

L'enfant porteur de TDC peut présenter un développement moteur normal (délai
d’acquisitions posturolocomotrices dans la « norme » ou dans les limites) ou montrer des anomalies
discretes (spasticité, hypotonie, hyperextension axiale) (Amiel-Tison et al., 1996; Vaivre-Douret, 2006).
77% des enfants porteurs de TDC acquierent la posture assise et 67% acquierent la marche dans un
délai dit « normal » (aux alentours de 6 mois pour la posture assise, et entre 9 et 18 mois pour la
marche). Les enfants vont présenter des difficultés de motricité fine, un retard dans les coordinations
visuomanuelles (Vaivre-douret, 2004) et des difficultés dans les praxies manuelles, souvent plus lentes
(Vaivre-Douret, 2006). L’intégration spatiale du corps est perturbée et des difficultés peuvent
apparaitre par rapport a I'orientation des objets (Vaivre-Douret, 2006). Ces enfants présentent des
difficultés a coordonner deux membres, que ce soit dans les coordinations bimanuelles ou les
coordinations main-pied (Volman et al., 2006; Volman et Geuze, 1998). lIs possédent également des
difficultés dans la synchronisation des mouvements en réponse a des stimulations environnementales
(de Castelnau et al., 2007). Ainsi, les enfants atteints de TDC ont des activités motrices plus lentes,

moins précises, moins fluides et moins coordonnées : locomotion, écriture... (Geuze, 2005; Wilson et
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al., 2013). Les apprentissages moteurs nécessitent un temps plus long chez ces enfants et le
développement spontané d’habilités motrices est moins présent. lls présentent des difficultés
lorsqu’ils doivent anticiper, planifier le mouvement et s’adapter a des changements (Geuze, 2005). En
général, ces enfants comprennent les consignes, mais c’est la réalisation du mouvement qui pose
probléeme.

Généralement suspecté entre le 12°™ et le 24°™ mois de vie de I'enfant (Novak et al., 2017), le
diagnostic de la PC s’établit aprés recherche d’une atteinte motrice. Afin de permettre ce diagnostic
précoce, une méthode d’évaluation chez le foetus et le jeune enfant a été mise au point : I’évaluation
des mouvements généraux ou General Movements (GM) (de Vries et al., 1985, 1982; Prechtl, 1990).
Ces mouvements sont observés chez I'enfant de 9 a 20 semaines et I'absence ou I'anormalité de ces
derniers permettent de prédire de maniére fiable le développement d’une PC (Bosanquet et al., 2013).
D’autres criteres pourront étre recherchés : anomalie neuroanatomique par IRM (Novak et al., 2017)
et historique clinique renseignant un facteur de risque de PC. Chez les adultes, 30% des patients
atteints de PC ne peuvent pas marcher et 20% ont besoin d’une locomotion assistée (Beckung et al.,
2008; Jahnsen et al., 2004). Les troubles de la locomotion retrouvés chez les enfants souffrant de PC
peuvent étre expliqués par plusieurs facteurs. L’activation musculaire excessive et les co-contractions
entrainent des déficits posturaux (Hadders-Algra et al., 1999) contribuant a l'altération de la
locomotion. Au cours de la marche, les enfants atteints de PC montrent une coordination musculaire
anormale du tronc et de la hanche mais présentent également des pas plus courts, plus lents avec une
variabilité importante. La coordination des membres inférieurs est également perturbée ce qui altere
I’équilibre (Prosser et al., 2010a, 2010b, 2010c). Enfin, les mouvements anormausx, stéréotypés, moins
fluides, génent également les taches de préhension (Domellof et al., 2009; Rdonnqvist et Rosblad,
2007).

Le modele animal de TDC, correspondant a une situation de RSM, induit également des troubles
moteurs. Des dégradations des performances motrices et notamment de la locomotion sont
retrouvées des P17 et P24 (figure 22) (Delcour et al., 2018a; Strata et al., 2004). Les membres
postérieurs sont étendus vers l'arriere, les cycles de pas sont irréguliers, des difficultés a coordonner
les membres antérieurs et postérieurs sont retrouvées. Ces animaux présentent une élévation de leur
train postérieur pendant la démarche, certains trainent les pieds et/ou orteils et se propulsent a I'aide
de leurs membres antérieurs. Ces troubles persistent jusqu’a I'age adulte. L'étude des empreintes
montre que les rats RSM adoptent une locomotion digitigrade alors qu’une locomotion plantigrade
est adoptée chez les animaux contréles (CTRL) (figure 22). Dans le modéle animal de PC, I'analyse de
la locomotion met en évidence une flexion accrue de la hanche, une surextension du genou et une
flexion dorsale de la cheville au cours de la marche pour les animaux PC (Delcour et al., 2011, 2012a).

Les variations dans la locomotion sont moins importantes chez les rats juvéniles que les jeunes adultes.
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Figure 22 : Etude de la locomotion et des performances motrices chez les rats CTRL et RSM).

L’étude de la locomotion montre que les animaux RSM présente une hyperextension des pattes postérieures
pendant la marche, et I'étude des empreintes montre que ces animaux adoptent une locomotion digitigrade
(Delcour et al., 2018a). Dans le test de la poutre surélevée, le nombre d’erreurs est plus important pour les
animaux RSM (Stigger et al., 2011). Enfin, dans le test du rotarod, la latence avant chute est plus importante
pour les animaux RSM (Canu et al., 2022).

Les habiletés motrices des rats RSM ont été évaluées par différents tests (figure 22), notamment
le test de la poutre surélevée. Ce test évalue la capacité du rat a marcher sur une poutre de 2 cm de
large, élevée a 30 cm du sol. Pendant le test, le nombre d’erreurs de pas est comptabilisé. A P17, les
animaux RSM sont a peine capables de rester sur la barre et leurs performances sont moins bonnes
que celles des rats CTRL jusqu’a P45 (figure 22) (Stigger et al., 2011; Strata et al., 2004). La coordination
motrice est également évaluée avec le rotarod, qui correspond a un cylindre rotatif ou I'on place
I’animal. La latence avant chute est enregistrée. En comparaison aux animaux CTRL, a P17, les ratons
RSM ne parviennent pas a rester sur le cylindre et tiennent a peine quelques secondes a P24 et P31
(Stigger et al., 2011; Strata et al., 2004). Cette altération des performances sur le rotarod persiste
jusque P56 (figure 22) (Canu et al., 2022). En outre, les animaux RSM montrent une hyperactivité
locomotrice spontanée a P56 lorsqu’ils sont placés dans des cages avec un libre accés a une roue
d’activité (Canu et al., 2022). Enfin, le test de I'open field ou champ ouvert permet d’'étudier I'activité
exploratoire spontanée de I'animal ainsi que son activité locomotrice. Dans ce test, les rats PC

montrent une hyperactivité exploratoire et motrice (Delcour et al., 2012b).
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2) Troubles sensoriels

Les enfants atteints de TDC présentent des perturbations dans le traitement des informations
sensorielles : déficits dans I'intégration visuelle (Cheng et al., 2014; Prunty et al., 2016), I'intégration
tactile (Nobusako et al., 2021; Tseng et al., 2019) et I'intégration proprioceptive (Chen et al., 2020;
Tseng et al., 2019). Des déficits sensoriels sont également rencontrés chez enfants atteints de PC. Une
revue avance que 90% des enfants souffrant de PC présentent une dysfonction d’au moins une
fonction somatosensorielle (Bleyenheuft et Gordon, 2013). Une atteinte de la détection tactile est
retrouvée chez 77% des enfants atteints de PC (Auld et al., 2012), associée a des difficultés dans des
taches de discrimination spatiale (Lesny et al., 1993) mais également de discrimination de texture
(Wingert et al., 2008). Le test de discrimination des deux points met en évidence un élargissement des
champs récepteurs cutanés chez les enfants souffrant de PC (Auld et al., 2012), responsable d’une
diminution de l'acuité tactile. Ces altérations de la perception cutanée pourraient contribuer aux
déficits moteurs. La PC peut également entrainer des déficits proprioceptifs et notamment une
altération de la perception des mouvements (Cooper et al., 1995). Ceci peut contribuer aux
perturbations du contréle postural et empécher les ajustements de I'activité des muscles posturaux

(Brogren Carlberg et Hadders-Algra, 2005).

3) Modifications structurales

Chez les enfants atteints de PC, les données IRM suggerent des modifications structurales.
L'utilisation de I'imagerie par tenseur de diffusion, qui permet un suivi des fibres axonales, montre des
atteintes des fibres dans le tractus corticospinal (Son et al., 2007; Thomas et al., 2005) et la voie
thalamocorticale (Hoon Jr et al., 2009; Thomas et al., 2005). Des altérations du tractus corticospinal
sont également mises en évidence chez les enfants porteurs de TDC (Zwicker et al., 2012). Chez les
enfants atteints de PC, les études démontrent une diminution de I’épaisseur/volume du cortex
sensorimoteur (Lee et al., 2011; Peterson et al., 2000) et plus précisément de la couche V du cortex
moteur (Amunts et al., 1997). Des lésions sont également observées dans le thalamus (Volpe, 2009;
Yokochi, 2004). D’autres structures cérébrales impliquées dans la fonction motrice semblent
également atteintes dans le cadre de la PC : lIésions du cortex cérébelleux (Bodensteiner et Johnsen,
2005; Davis, 2000) et des noyaux gris centraux (Folkerth, 2005).

Dans le modéle animal de PC, des altérations du développement structural du cerveau sont
retrouvées. Des P15, les ratons PC présentent des zones cérébrales plus petites au niveau striatal mais
également hippocampique. L’épaisseur du cortex et du corps calleux est réduite (Ohshima et al.,
2016). Une dégénérescence axonale est observée dans les zones de substance blanche sous-jacentes

au cortex somatosensoriel (Delcour et al., 2011). En revanche, aucune dégénérescence n’est retrouvée
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dans le cortex moteur et le tractus corticospinal. En effet, la densité de neurones dans le cortex moteur
est similaire entre les rats CTRL et PC (Delcour et al., 2012a). Toutefois, dans le cortex somatosensoriel,
la densité totale de neurones est inférieure avec un impact plus important sur les neurones
GABAergiques, inhibiteurs (Delcour et al., 2012a).

Enfin, dans le modele animal RSM, les auteurs soulignent qu’aucune lésion n’est retrouvée dans
les cortex moteur et somatosensoriel et que la densité de neurones est équivalente aux animaux CTRL

(Delcour et al., 2018b).

4) Modifications fonctionnelles

Chez les enfants porteurs de TDC, plusieurs études ont cherché a mettre en évidence des
altérations fonctionnelles au niveau de plusieurs structures cérébrales, en se basant sur des analyses
comportementales ou des techniques d’imagerie.

L’altération de la coordination bimanuelle chez les enfants atteints de TDC pourrait étre due a
un dysfonctionnement de la communication entre les deux hémisphéres. Un des tests consiste en la
localisation d’une cible et un appariement pied-main. Le sujet est assis, il doit localiser une cible avec
le pied et faire correspondre I'emplacement de la cible avec la main, sans visibilité sur les pieds. Ce
test montre des performances moins bonnes chez les enfants atteints de TDC (Sigmundsson et al.,
1999). Un autre test consiste en une transition d’'un mouvement symétrique des deux mains vers un
mouvement d’une seule main. Le mouvement d’une main doit donc étre inhibé tout en continuant le
mouvement de I'autre main. Ce test est réalisé avec plus de difficultés pour les enfants atteints de TDC,
qui ne présentent pas d’amélioration au fil des essais (Tallet et al., 2013). Les résultats de ces études
refletent un dysfonctionnement de la communication inter-hémisphérique, méme si les conclusions
restent indirectes car basées sur des tests comportementaux.

La technique d’IRM fonctionnelle a permis d’étudier les régions, réseaux et circuits impliqués
dans la réalisation des taches motrices chez les enfants atteints de TDC. Les études ont montré une
moindre activation des régions cérébrales associées au traitement spatial, au contréle moteur et a
I'apprentissage lors d’une tache de motricité fine (Zwicker et al., 2010) et une sous-activation des
réseaux cervelet-cortex pariétal et cervelet-cortex préfrontal, associés a I'apprentissage visuospatial
lors d’une pratique motrice de tragage (Zwicker et al., 2011). En outre, des dysfonctionnements des
boucles corticostriatales pourraient expliquer les difficultés dans les apprentissages moteurs (Nicolson
et Fawcett, 2007). Enfin, une étude démontre que ces enfants présentent une diminution de

connectivité fonctionnelle entre le cortex moteur primaire et le striatum (McLeod et al., 2014).

67



Revue bibliographique — Chapitre 2

5) Représentation somatotopique

Il existe une représentation topographique du corps dans les cortex moteur et sensoriel
(somatotopie). Ces cartes somatotopiques peuvent étre réorganisées sous linfluence de
I’environnement ou suite a des lésions (Merzenich et al., 1978; Nudo et Milliken, 1996). Des études
ont mis en évidence des réorganisations des représentations motrice et sensorielle chez les patients
(enfants et adultes) atteints de PC (Burton et al., 2009; Kurz et Wilson, 2011; Vry et al., 2008). Par
exemple, chez des enfants atteints de PC spastique, hémiplégiques ou diplégiques, des
chevauchements dans les représentations motrices du pouce et de la cheville sont retrouvés
(Wittenberg, 2009). De méme, la représentation sensorielle du pied est réduite chez les enfants
atteints de PC diplégiques (Kurz et Wilson, 2011).

Chez les animaux PC, une étude s’est intéressée a la représentation somatotopique des pattes
postérieures dans les cortex somatosensoriel et moteur chez les animaux agés de plus de 60 jours
(Delcour et al., 2012a). Pour le cortex moteur, aucune différence entre CTRL et PC n’est retrouvée au
niveau de la surface de représentation de la patte postérieure, ni dans la représentation de chaque
articulation. Les seuils d’excitabilité permettant d’induire une réponse neuronale ne sont pas modifiés.
Dans le cortex somatosensoriel en revanche, la surface de représentation de la patte postérieure est
1,6 fois plus petite chez les animaux PC. Les auteurs observent également une augmentation de la
taille des champs récepteurs, ainsi qu’un plus grand chevauchement de ces derniers, ce qui traduit des
altérations de la discrimination tactile.

Enfin, dans le modele RSM, la surface de représentation des pattes postérieures est réduite
a la fois dans les cortex somatosensoriel et moteur, a P90 et P120 (figure 23). Les auteurs montrent
une augmentation de la taille des champs récepteurs ainsi qu’une plus grande superposition de ces

derniers (Delcour et al., 2018b).
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Figure 23 : Représentation somatotopique des pattes postérieures dans les cortex moteur et sensoriel et
balance excitation-inhibition dans le cortex sensorimoteur des animaux CTRL et RSM.

Dans le modeéle RSM, la surface de représentation des pattes postérieures est réduite a la fois dans les cortex
somatosensoriel et moteur. L’étude par microdialyse montre une augmentation de la concentration de
glutamate, sans modification pour le GABA dans le cortex sensorimoteur des animaux RSM (Delcour et al.,
2018b).

6) Balance excitation/inhibition

Chez 'Homme comme chez I'animal, les données témoignent d’un déséquilibre de la balance
excitation/inhibition qui se caractérise globalement par un degré d’excitation plus fort. En effet, une
perte de neurones GABAergiques est observée post-mortem chez les individus souffrant de PC
(Robinson et al., 2006). Chez I’animal, les concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA, qui
sont respectivement les principaux neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs du systeme nerveux,
ont été étudiés dans le cortex sensorimoteur par microdialyse. Les résultats montrent une
augmentation de la concentration de glutamate, sans modification pour le GABA (Coq et al., 2018),
aussi bien dans le modele de PC que dans le modéle RSM (figure 23). Chez le rat PC, la quantité de
transporteurs vésiculaires du glutamate (vGLUT1), un marqueur fiable de la transmission excitatrice,
est augmentée alors que la quantité de vGAT, transporteur vésiculaire du GABA, est diminuée (Coq et
al., 2018). Dans le modele RSM en revanche, la quantité de vGLUT1 est augmentée de 90%, sans
modification de la quantité de vGAT (Delcour et al.,, 2018b). Enfin, la réactivité neuronale a la
stimulation tactile est accrue chez les rats RSM, et le seuil nécessaire pour induire une réponse motrice

est réduit, signe d’'une augmentation de I’excitabilité (Delcour et al., 2018b).
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7) Réflexe de Hoffmann

Au sein de la moelle épiniere, I'activité du motoneurone est régulée a la fois par des entrées
sensorielles en provenance de la périphérie et par des entrées supraspinales. Le réflexe de Hoffmann
ou réflexe H est un analogue électrique du réflexe d’étirement ou réflexe myotatique : I'activation des
fibres sensorielles la est obtenue par la stimulation électrique d’un nerf et ne nécessite pas
I'intervention de propriocepteurs (figure 24) (Schieppati, 1987). Le réflexe H permet ainsi d’étudier

I’excitabilité des motoneurones spinaux (Renshaw, 1940).

Figure 24 : Etude du réflexe de Hoffmann chez les animaux CTRL et RSM.

A : protocole permettant I’étude du réflexe H. La stimulation du nerf tibial, nerf mixte, donne naissance a deux
ondes sur le tracé EMG du muscle court fléchisseur des orteils : (1) 'onde M (motrice), qui survient a trés courte
latence (environ 5 ms) correspond a la stimulation directe du motoneurone « ; (2) I'onde H, plus tardive
(latence d’environ 10 ms) est la réponse réflexe due a la stimulation des fibres sensorielles la. B : Des
stimulations répétées du nerf entrainent une diminution de I’'amplitude de la réponse H, comme observée chez
les animaux CTRL. Cette dépression dépendante de la fréquence (RDD pour Rate Dependent Depression) est
moins importante chez les animaux RSM (Delcour et al., 2018a).

L'étude de ce réflexe chez les enfants souffrant de PC montre une hyperexcitabilité des
motoneurones spinaux, caractéristique de la spasticité (Futagi et Abe, 1985; Tekgiil et al., 2013).

Des stimulations répétées du nerf entrainent une diminution de I'amplitude de la réponse.
Cette dépression dépendante de la fréquence (RDD pour Rate Dependent Depression) du réflexe H
est due aux systemes inhibiteurs de la moelle épiniere (Curtis et Eccles, 1960) et permet de fournir des
informations sur I'inhibition spinale. Chez les animaux PC, la RDD est moins importante, ce qui traduit

une hyperexcitabilité des circuits spinaux. Cette hyperexcitabilité est observée tres tot, dés P4 (Coq
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et al., 2018). Elle est également retrouvée chez les animaux RSM a P28 et P60 (figure 24) (Canu et al.,

2022; Delcour et al., 2012a).

B) Conséquences de |'activité sensorimotrice atypique précoce sur

le systéeme musculaire

1) Modifications structurales

Des I'age de 15 mois, les enfants atteints de PC présentent des volumes musculaires plus faibles
notamment pour le GAST (Herskind et al., 2016). Ces altérations persistent plus tard dans la vie, avec
un volume musculaire pouvant étre jusqu’a 43% plus faible chez les adolescents atteints de PC en
comparaison aux sujets sains (Handsfield et al., 2016; Noble et al., 2014). Une diminution de Ia taille
des fibres est notamment retrouvée dans I'adductor longus et le triceps surae (Marbini et al., 2002).
L’expression de la myostatine, régulateur négatif de la masse musculaire, est accrue dans les muscles
des enfants souffrant de PC (Smith et al., 2009). D’autres parametres morphologiques sont également
impactés avec notamment une augmentation de la longueur des tendons, qui sont jusqu’a 10% plus
longs chez les enfants atteints de PC (Gao et al., 2011; Wren et al., 2010). Enfin, il est montré dans ces
muscles une diminution de la teneur en cellules satellites, cellules souches impliquées dans la
régénération musculaire (Smith et al., 2013). Les muscles des enfants atteints de PC présentent une
teneur en lipides augmentée (Marbini et al., 2002; Rose et al., 1994) mais également une
augmentation de la teneur en collagéne corrélée a une rigidité accrue du faisceau de fibres
musculaires, pouvant expliquer un manque de souplesse (Booth et al., 2001; Smith et al., 2011). Au
sein des muscles d’adultes atteints de PC, la densité en capillaires est inférieure de 30% (Pontén et
Stal, 2007). Des niveaux plus élevés de cytokines pro-inflammatoires sont également rapportés chez
les enfants porteurs de PC (Von Walden et al., 2018). Enfin, dans le cadre du TDC, la masse maigre des
membres inférieurs est plus faible (Yam et Fong, 2018).

Dans le modéle animal de PC, les paramétres morphologiques du GAST (P70-P90) (largeur,
longueur et circonférence) ne different pas entre les animaux CTRL et PC. En revanche, le nombre de
myofibres au sein du muscle est réduit et la surface des fibres est plus importante, indiquant une
hypertrophie (Delcour et al., 2011). Une augmentation du nombre de cellules satellites est également
retrouvée dans ce muscle, suggérant une régénération musculaire. Dans le SOL, a P28, aucune
différence entre CTRL et PC n’est retrouvée en termes de cellules satellites ou de taille du muscle.

Enfin, des atteintes musculaires sont également retrouvées dans le modele RSM. Chez les animaux
RSM &gés de plus de 3 mois, le GAST montre une réduction de sa largeur, sa longueur et sa
circonférence (figure 25) (Delcour et al., 2018a). La surface des fibres des muscles GAST, rectus

femoris et TA est diminuée, sans différence dans le nombre de myofibres. Enfin, le nombre de cellules
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satellites est augmenté dans le GAST (Delcour et al., 2018a). Dans le SOL, une atrophie chez le rat RSM
est retrouvée des P28 (diminution du poids du muscle et de la surface des fibres). Cette atrophie est

partiellement compensée a P60 (figure 25) (Canu et al., 2022).

Figure 25 : Etude des muscles chez les rats CTRL et RSM.

L’étude du SOL montre une atrophie chez le rat RSM a P28, reflétée par une diminution de la surface des fibres
(analyse par immunohistochimie et marquage de la laminine (en vert)). Cette atrophie est partiellement
compensée & P60. A P28, dans le SOL RSM, la proportion des fibres de type | diminue au profit d’une
augmentation des fibres llA, des formes néonatales de MHC persistent au sein de ce muscle. A P60, I'isoforme
néonatale a disparu mais le SOL RSM présente toujours une plus grande proportion de fibres IIA (analyse par
western blot) (Canu et al., 2022). L’étude du GAST a P90 montre une diminution de la largeur, de la longueur, de
la circonférence du muscle, ainsi qu’une diminution de la surface des fibres musculaires chez les rats RSM. Une
augmentation du nombre de cellules satellites est également rapportée (Delcour et al., 2018a).

2) Répartition des fibres musculaires

En ce qui concerne la distribution des différents types de fibres au sein du muscle, les études sont
assez contradictoires et les résultats peuvent dépendre du muscle étudié. Ainsi, chez les individus
atteints de PC, en comparaison aux individus sains, la proportion des fibres de type | est plus
importante dans le GAST (Ito et al., 1996), I'adductor longus et le triceps surae (Marbini et al., 2002).
Dans le biceps brachii, une augmentation des fibres de type Il est observée (Pontén et Stal, 2007).
D’autres muscles ne montrent aucune différence dans la distribution des différents types de fibres,
c’est le cas pour le flexor carpi ulnaris (De Bruin et al., 2014). L’activation musculaire continue due a la

spasticité pourrait étre une explication de la prédominance des fibres de type | dans certains muscles.
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Dans le modele animal de PC, les propriétés mécaniques du SOL sont inchangées a P28 (Coq et al.,
2018). En revanche, en comparaison aux animaux CTRL, la proportion de fibres de type | tend a
diminuer au profit des fibres de type IlIA chez les animaux PC. Les formes néonatales de MHC (Coq et
al., 2018) persistent plus longtemps, signe d’un retard de maturation. Enfin, dans le rectus femoris et
le TA (P70-P90), aucune différence n’est constatée (Delcour et al., 2011).

Chez les animaux RSM, dans le SOL a P28, la proportion des fibres de type | diminue au profit
d’une augmentation des fibres de type Il. Des formes néonatales de MHC persistent au sein de ce
muscle. A P60, les formes néonatales de MHC ont disparu et la répartition des différents types de fibres

montre une évolution vers un phénotype lent (figure 25) (Canu et al., 2022).

3) Altérations fonctionnelles

Les enfants atteints de TDC présentent des co-activations musculaires mais également des déficits
de force et de puissance dans les membres inférieurs lors de taches d’extension/flexion du genou
(Raynor, 2001). D’autres auteurs montrent également une diminution de la force musculaire au niveau
des membres inférieurs (Morrison et al., 2013). Chez les enfants avec un développement typique, la
force musculaire augmente avec la croissance (augmentation de la taille et de la masse corporelle).
Les enfants porteurs de TDC montrent une moindre augmentation de la force avec la croissance dans
les muscles fléchisseurs et extenseurs de la hanche, fléchisseur/extenseur du genou et fléchisseur
dorsal de la cheville (Demers et al., 2020). Les modifications des propriétés contractiles du muscles
SOL sont modérées voire absentes a P28 et P60 chez les animaux RSM (Canu et al., 2022).

Chez les enfants souffrant de PC, une diminution de la force est observée dans les muscles
notamment dans le quadriceps femoris (Moreau et al.,, 2012; Tammik et al., 2008) et des études

révélent I'existence de co-contractions des muscles antagonistes (lkeda et al., 1998).

C) Autres conséquences de I'activité sensorimotrice atypigue

précoce sur |'organisme

La PC et les TCD sont des pathologies responsables de difficultés motrices, et les enfants porteurs
de ces pathologies présentent un profil sédentaire, avec des activités physiques réduites (au regard
des recommandations de I'OMS). Or, il est bien admis maintenant que la sédentarité augmente les

risques de développer des maladies cardiovasculaires, métaboliques...
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1) Conséquences métaboliques

Les enfants atteints de TDC présentent un risque plus élevé de développer un surpoids ou une
obésité (Cairney et al., 2010, 2005). Le risque de développer un syndrome métabolique semble
également plus élevé puisque les enfants atteints de TDC présentent un exces de graisse abdominale,
une augmentation du taux de triglycérides sérique ainsi qu’une augmentation de la pression artérielle,
caractéristiques du syndrome métabolique (Wabhi et al., 2011). Chez les enfants atteints de PC, la forte
prévalence des troubles gastro-intestinaux (dysphagie, reflux gastro-cesophagien et constipation

chronique) augmente le risque de mauvais état nutritionnel (Dahl et al., 1996; Del Giudice et al., 1999).

2) Conséquences sur le systéme cardiovasculaire

Les enfants souffrant de TDC présentent des facteurs de risque pour les maladies
cardiovasculaires (graisse corporelle, forme cardiorespiratoire) (Faught et al., 2005) et la proportion
de patients atteints de troubles du systéme circulatoire est multipliée par 3 chez les adultes atteints
de PC (Ryan et al.,, 2019). L'athérosclérose représente un des troubles cardiovasculaires dont
I"apparition est favorisée par un état d’inflammation chronique. Or, des études démontrent que les
réponses inflammatoires sont altérées chez les enfants souffrant de PC (Lin et al., 2010; Zareen et al.,
2020). Enfin, chez ces enfants, les troubles respiratoires sont fréquents et constituent une des

principales causes de déces prématuré (Boel et al., 2019).

3) Conséquences sur le systéme osseux

Le systeme osseux semble également impacté par ces pathologies neurodéveloppementales. En
effet, les patients présentant des TDC ont un risque accru d’apparition d’'une ostéoporose précoce
(Tan et al., 2021) et la PC représente la maladie infantile la plus courante associée a I'ostéoporose
(Helenius et al., 2020; Houlihan et Stevenson, 2009). La scoliose et la luxation de la hanche sont des
problémes couramment rencontrés chez les enfants atteints de PC (Rutz et Brunner, 2013). La scoliose
pourrait étre liée a un mauvais tonus du tronc ainsi qu’a une faiblesse musculaire (McCarthy et al.,
2006) alors que la luxation de la hanche se développerait en raison des contractures et de la spasticité
musculaire (Miller et al., 1999). Dans le modéle animal de RSM, une diminution de la longueur du tibia
ainsi que de sa densité osseuse est rapportée (Delcour et al., 2018a). Des modifications au niveau des
cartilages de I'articulation du genou suggere une chondromalacie (Delcour et al., 2018a). En revanche,

dans le modeéle animal de PC, aucune déformation osseuse n’est observée (Delcour et al., 2011).
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4) Conséquences cognitives

Au-dela des troubles moteurs caractéristiques, ces pathologies sont également responsables de
troubles cognitifs. Les enfants souffrant de PC peuvent présenter des déficiences intellectuelles ou
retards mentaux (Bottcher et al., 2010; Pueyo et al., 2009; Shaunak et Kelly, 2018). Les enfants mais
aussi les adultes atteints de PC montrent des capacités mnésiques altérées, dans les mémoires
déclaratives (Pueyo et al., 2009) mais également dans la mémoire de travail (Kiessling et al., 1983;
Peeters et al., 2009). Les études rapportent des déficiences auditives (Weir et al., 2018) et visuelles
(Deramore Denver et al., 2016) mais également des dyslexies ou encore des difficultés dans
I'apprentissage de I'écriture (Biotteau et al., 2019). Un autre déficit cognitif retrouvé chez les enfants
souffrant de PC et TDC est le trouble du langage et de son acquisition (Flapper et Schoemaker, 2013;
Pueyo et al., 2009). Ces pathologies peuvent également étre associées a d’autres troubles
neurologiques tels que I'épilepsie, dont la prévalence atteint 38% chez les enfants souffrant de PC
contre 4 a 5% dans la population générale (Carlsson et al., 2003). De méme, des études démontrent
des associations entre le TDC ou la PC et des TDAH (Bottcher et al., 2010; Goulardins et al., 2017).

Le modeéle animal de PC montre des altérations de la mémoire a court et a long terme dans le test
de reconnaissance d’objet mais pas de déficit dans I'apprentissage spatial ou la mémoire de travail
spatiale dans le test de la piscine de Morris (Delcour et al., 2012b).

Enfin, il estimportant de souligner que les déficits moteurs et sensoriels représentent un véritable
frein a I’activité motrice, ce qui limite 'autonomie de I'’enfant mais également ses interactions sociales,
voire impacte sa scolarité et empéche un développement cognitif optimal. De par leur impact sur la
vie quotidienne, ces pathologies entrainent également des conséquences psychologiques : manque
d’estime de soi, augmentation de I'anxiété, troubles de I’humeur, dépression... (Green et al., 2006;

Kirby et al., 2013).
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Chapitre 3: Le dialogue muscle-cerveau :
implication des myokines

Comme évoqué au chapitre précédent, I’activité physique entraine de nombreux effets bénéfiques
sur I'organisme et sur la santé (Kramer, 2020), et notamment sur le muscle et le cerveau. Ces données
sont bien documentées et de nombreuses revues sur le sujet sont parues récemment. Sans citer les
effets de I'exercice de facon exhaustive, ce qui sortirait du cadre de cette these, soulignons qu’un
entrainement en résistance augmente la masse musculaire ainsi que la capacité du muscle a produire
une force (Lixandrdo et al., 2018; Schoenfeld et al., 2016) ; ces changements s’accompagnent de
modifications phénotypiques, avec une prédominance des fibres de type Il chez les athlétes sollicitant
la puissance (haltérophiles...) (Plotkin et al., 2021). L’entrainement en endurance, quant a lui, permet
d’augmenter la capacité du muscle a utiliser I’oxygéne pour produire de I'énergie (Hawley et al., 2018).
Il augmente la densité capillaire (Murias et al.,, 2011) et entraine des transitions phénotypiques
caractérisées par une plus grande proportion de fibres de type | chez les athlétes d’endurance
(coureurs de fond, cyclistes...). Les effets de I'exercice physique sur le cerveau, et notamment sur les
capacités cognitives, sont également bien connus : amélioration de la mémoire, des résultats scolaires
chez les enfants et adolescents, de la prise en charge des maladies neurodégénératives... (Pujari, 2024).
La santé mentale est également fortement impactée par la pratique de I'activité physique (Mahindru
et al., 2023).

De nombreuses études se sont intéressées aux facteurs impliqués dans la médiation des effets
bénéfiques de I'exercice sur le cerveau. C'est en 1996 que Neeper et collaborateurs ont démontré,
pour la premiere fois, que I'expression du gene bdnf (brain-derived neurotrophic factor) est augmenté
dans I'hippocampe de rat ayant accés a une roue d’activité (2 a 7 nuits/semaine) (Neeper et al., 1996).
Depuis, ce lien entre exercice physique et BDNF cérébral a été largement étudié et confirmé (Liu et
Nusslock, 2018; Oliff et al., 1998), laissant penser que le BDNF est un véritable médiateur des effets
bénéfiques de I'exercice au niveau central, en plus de ses roles importants dans la régulation du
développement du SNC, des mécanismes de plasticité cérébrale ou encore des fonctions cognitives.
Les mécanismes a l'origine de cette élévation de BDNF central en réponse a I'exercice ont également
suscité beaucoup d’'intérét et trois mécanismes possibles se distinguent (figure 26) : augmentation de
I'activité neuronale, élévation du flux sanguin cérébral (hypothése hémodynamique) et action de

facteurs périphériques (exerkines) (Cefis et al., 2023).
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Figure 26 : Hypothéses concernant les mécanismes a l'origine de I'augmentation de BDNF au niveau central en réponse a
I'exercice physique.

A : Trois mécanismes possibles concernant I'augmentation de BDNF au niveau central se distinguent : augmentation de
I'activité neuronale, élévation du flux sanguin cérébral (hypothése hémodynamique) et augmentation de facteurs
périphériques (exerkines). B : 'augmentation de I’expression de BDNF ne se limite pas aux neurones, mais également aux
cellules endothéliales et aux oligodendrocytes. L’implication des cellules microgliales et des astrocytes nécessitent d’autres
études. Adapté de Cefis et al., 2023.

L’augmentation de I'activité neuronale en réponse a I'exercice a été démontrée dans plusieurs
régions cérébrales telles que I'hippocampe ou les noyaux gris centraux (Nishijima et al., 2012; Shi et
al., 2004). Notamment, I'augmentation de I'expression d’'un marqueur de I’activité neuronale (c-fos)
est corrélée a I'augmentation de BDNF dans I"hippocampe (Tsai et al., 2019). Par ailleurs, I'influx de
calcium semble étre important dans le lien entre activité neuronale et BDNF. En effet, au niveau de la
membrane cellulaire des neurones, il existe des canaux voltage-dépendants mais également des
récepteurs ionotropes activés par le glutamate (AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor et NMDA, N-methyl-D-aspartate receptor). L’activation de ces canaux
par dépolarisation membranaire (canaux voltage-dépendants) et fixation du ligand (NMDA et AMPA)
entraine un afflux de calcium dans la cellule, qui favorise, in fine, la transcription de bdnf (Shen et al.,
2001; Zheng et al., 2011). D’autres neurotransmetteurs que le glutamate sont également impliqués
dans lI'expression du bdnf cérébral : sérotonine, noradrénaline, dopamine ou encore acétylcholine (Da
Penha Berzaghi et al., 1993; lvy et al., 2003; Williams et Undieh, 2009).

Concernant I’hypothése hémodynamique, I'exercice est connu pour augmenter le débit sanguin

dans certaines régions cérébrales, notamment I’'hippocampe et le cortex préfrontal (Endo et al., 2013;
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Nishijima et Soya, 2006). L’augmentation du débit sanguin cérébral accroit le shear stress, autrement
dit les forces de cisaillement : le flux sanguin produit des forces de friction mécaniques sur la paroi
endothéliale des vaisseaux. Ce mécanisme stimule I'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS,
endothelial nitric oxide synthase), enzyme permettant la synthése de monoxyde d’azote (NO, nitric
oxide) (Rubanyi et al., 1986). Dans les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine,
I’expression du BDNF endothélial est proportionnelle a I'intensité du flux (Prigent-Tessier et al., 2013)
et dans les microvaisseaux cérébrauy, il existe une corrélation positive entre la phosphorylation de
eNOS et I'expression de BDNF, en réponse a I'exercice (Cefis et al., 2019). Ces résultats indiquent que
le NO produit par I'endothélium régule I'expression du BDNF endothélial. Enfin, I’élévation du shear
stress peut également augmenter I'activité de I’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA), qui permet
de cliver le plasminogéne en plasmine, elle-méme impliquée dans la conversion du proBDNF en BDNF
(Ding et al., 2011; Pang et al., 2004).

La derniere hypothése concerne I'implication de facteurs périphériques, nommeés exerkines. Ce
terme introduit en 2016 (Safdar et al., 2016), désigne différentes molécules (hormones, métabolites,
protéines, acides nucléiques) qui sont libérées par différents organes en réponse a un exercice aigu
et/ou chronique et qui exercent leurs effets par les voies endocrines, paracrines et/ou autocrines.
L’existence de facteurs libérés par les organes en réponse a |’exercice et médiant les effets bénéfiques
de I'activité sur le corps était connue bien avant 2016. En effet, I'hypothése selon laquelle le muscle
squelettique pouvait sécréter des facteurs humoraux a été avancée dans les années 60, basée sur le
fait que lors de la contraction d’un muscle, des changements (physiologiques, métaboliques) sont
observés dans d’autres organes (Goldstein, 1961). Dans les années 2000, des études ont démontré
gue le muscle squelettique produit et libére dans la circulation I'interleukine 6 (IL6) (Steensberg et al.,
2000), ce qui entraine une augmentation de la production de glucose au niveau hépatique (Febbraio
et al., 2004). Le muscle est donc identifié comme étant un organe sécrétoire et « les cytokines et autres
peptides produits, exprimés et libérés par les fibres musculaires et qui exercent des effets autocrines,

paracrines ou endocrines doivent étre classés comme myokines » (Pedersen et al., 2003).

Les myokines peuvent exercer leurs effets par les voies autocrine, paracrine ou endocrine. Les
effets autocrines et paracrines permettent une régulation sur le muscle lui-méme (croissance
musculaire, métabolisme). Les effets endocrines médient, quant a eux, les effets bénéfiques de
I’exercice sur le corps entier, et participent notamment au dialogue muscle-cerveau. Des études ont
également démontré que certaines myokines, telles que l'irisine (Islam et al., 2021; Wrann et al., 2013)
et la cathepsine B (Moon et al., 2016), sont capables de traverser la barriere hémato-encéphalique

(BHE) et d’induire une augmentation de BDNF au niveau central.
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Dans un premier temps, quelques myokines ainsi que leurs principaux effets seront exposés.
Ensuite, I'irisine, une myokine sur laquelle ont portés les travaux de cette thése sera présentée de

facon détaillée.

1) Myokines

Depuis la découverte de l'interleukine 6 (IL6) en tant que myokine, I'intérét pour le sécrétome

musculaire, aussi appelé « myokinome », n’a cessé de grandir, de méme que le nombre d’études
décrivant les myokines et permettant une meilleure compréhension des mécanismes par lesquels les
muscles communiquent avec d’autres organes (figure 27). Toutefois, les protéines sont souvent
qualifiées de myokines prématurément, et la validation d’une protéine candidate reste un défi. Dans
cette partie, une liste non exhaustive de myokines et de leurs principaux effets va étre exposée. Le
choix s’est porté sur des myokines largement étudiées et pertinentes dans le cadre de ce projet de

these.

Figure 27 : Réle des myokines dans la communication muscle — organes.
Les myokines produites par le muscle exercent des effets autocrines et paracrines sur le muscle mais également
des effets endocrines sur de nombreux autres organes. Les principaux effets sont présentés dans cette figure
(Pedersen, 2015 ; Romagnoli et al., 2019 ; Severinsen et Pedersen, 2020).

L'IL-6 est une myokine dont I'expression et la libération par les fibres musculaires squelettiques
peut étre induite en réponse a un stimulus hypertrophique. Par ses effets autocrines et paracrines,
cette interleukine permet la croissance musculaire, notamment via son action sur la prolifération et la

migration des cellules satellites (Serrano et al., 2008). IL-6 régule la production de glucose par le foie
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pendant I'exercice (Febbraio et al., 2004), I'absorption du glucose par le muscle ou encore la
translocation du transporteur de glucose GLUT4 (Carey et al., 2006), améliore la lipolyse et I'oxydation
des graisses (Pedersen et Febbraio, 2008; Van Hall et al., 2003) ou encore augmente I'expression de
I’ARNm d’UCP1 (Uncoupling protein 1) dans le tissu adipeux, UCP jouant un réle central dans la
fonction thermogénique du tissu (Knudsen et al., 2014). Dans l'intestin, IL-6 stimule la sécrétion de
GLP-1 (Glucagon-like peptide 1) (Ellingsgaard et al., 2011), qui stimule, a son tour, la sécrétion
d’insuline par les cellules B du pancréas. L'augmentation d’IL-6 induite par I'exercice favorise
également la production de cytokines anti-inflammatoires (Steensberg et al., 2003).

L'interleukine 15 (IL-15), quant a elle, stimule I'accumulation de protéines contractiles dans les
myocytes différenciés et les fibres musculaires (Quinn et al., 1995). Cette interleukine favorise
également I'absorption du glucose par le muscle (Krolopp et al., 2016). En outre, des effets endocrines
sur la peau sont rapportés. En effet, des injections d’IL15 permettraient d’imiter certains effets anti-
age de 'exercice sur la peau des rongeurs (Crane et al., 2015).

La cathepsine B, myokine également étudiée dans ce projet de thése, est une cystéine protéase
lysosomale étudiée pour la premiere fois en 1957 (Greenbaum et Fruton, 1957). Exprimée de fagon
ubiquitaire (Turk et al., 2012), la fonction physiologique principale de la Cathepsine B est de participer
a la dégradation lysosomale des différentes protéines. Cette protéase est surexprimée dans de
multiples formes de cancers (Aggarwal et Sloane, 2014), et des études montrent que les cathepsines
jouent un role important dans plusieurs mécanismes cancéreux : invasion tumorale, métastases,
angiogenése et mort cellulaire (Wang et al., 2023). Les résultats cliniques montrent également que les
taux de cathepsine B sont augmentés dans de nombreuses affections neurologiques et notamment la
maladie d’Alzheimer (Batkulwar et al., 2018; Sun et al., 2015) ou la sclérose latérale amyotrophique
(Saris et al., 2013).

En 2016, la cathepsine B a été identifiée comme étant une myokine induite par I'exercice (Moon
et al., 2016). En effet, chez les souris ayant un libre acces a une roue d’activité, une augmentation de
I’expression du gene et de la protéine est observée dans le GAST, de méme qu’une augmentation de
la protéine dans le plasma. Des résultats similaires sont retrouvés chez ’'Homme et le singe (Moon et
al.,, 2016). Chez 'Homme, des niveaux accrus de cathepsine B dans le plasma sont positivement
corrélés a de meilleures performances cognitives. Chez les souris, |’exercice induit une augmentation
de la neurogenése dans I'hippocampe ainsi qu’une amélioration de la mémoire spatiale (évaluée par
le test de la piscine de Morris), effets abolis chez les souris cathepsine B”". Ainsi, ces résultats
soutiennent I'hypothése que la cathepsine B est un médiateur des effets bénéfiques de I'exercice au
niveau central. Dans cette idée, les auteurs démontrent notamment que cette protéase est capable
de traverser la BHE et que I'application de cathepsine B sur des cellules progénitrices de I’hippocampe

en culture augmente les taux d’ARNm et de protéine BDNF (Moon et al., 2016).
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Le lactate est un métabolite libéré par les muscles squelettiques en réponse a I'exercice physique
et capable de traverser la BHE (Bergersen, 2015). Le lactate semble étre un médiateur des effets
bénéfiques de I'exercice au niveau central. L’administration intrapéritonéale de lactate chez la souris
induit une augmentation de BDNF dans I’hippocampe, similaire a 'augmentation de BDNF retrouvée
chez des souris entrainées (El Hayek et al., 2019). L'expression de BDNF est également augmentée in
vitro, lorsque des cultures de neurones primaires murins sont incubées avec du lactate (El Hayek et al.,
2019).

L'Insulin-like growth factor 1 (IGF1) exerce des effets anabolisants sur le muscle (Adams et McCue,
1998) et stimule la synthése des protéines dans le muscle squelettique via les voies PI3K/AKT/mTOR
et PI3K/AKT/GSK3B (Yoshida et Delafontaine, 2020). L'IGF1 est impliqué dans la régénération
musculaire via I'activation des cellules satellites (Chakravarthy et al., 2000) et favorise également la
formation osseuse (Yakar et al., 2002). Ce facteur est capable de traverser la BHE, il stimulerait la
production de BDNF hippocampique et exercerait des effets neuroprotecteurs (Carro et al., 2001; Ding
et al., 2006).

Le facteur LIF (Leukemia Inhibitory factor), autre myokine dont I'expression est augmentée par
I’exercice (Broholm et al., 2011, 2008), stimule également la prolifération des cellules satellites et est
impliquée dans I'hypertrophie et la régénération musculaire (Broholm et al., 2011). LIF favorise
également I'absorption du glucose par le muscle (Brandt et al., 2015). Sur le systeme osseux, LIF
stimule la différenciation des ostéoblastes (Sims et Johnson, 2012).

La myostatine, est une myokine dont la sécrétion est réduite en réponse a I'exercice (McPherron
et al.,, 1997; Saremi et al.,, 2010). Cette myokine régule négativement la myogenése, en inhibant
notamment la prolifération et la différenciation des cellules satellites de maniére autocrine et
paracrine (McPherron et al., 1997).

La météorine, myokine dont I’expression est augmentée dans le muscle aprés I'exercice, améliore
la tolérance au glucose et régule positivement des genes liés au brunissement des adipocytes (Rao et
al., 2014). La météorine est un facteur important dans le développement du squelette et est
notamment impliquée dans la différenciation des ostéoblastes (Huang et al., 2022).

Enfin, la Follistatin-like 1 (FSTL1) exerce des effets cardioprotecteurs et favorise notamment la
revascularisation dans des modeéles animaux de lésions cardiaques (Oshima et al., 2008; Ouchi et al.,

2008).
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Il) L'irisine, messager du muscle

A) Découverte

En 2012, dans le cadre d’une étude sur le coactivateur transcriptionnel PGCla (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) dans le muscle squelettique, Bostrom et
collaborateurs ont identifié I'une de ses cibles, la protéine FNDC5 (Fibronectin Type Il Domain
Containing 5) ; ils ont montré que cette derniere est capable d’agir sur le tissu adipeux et d’en induire
le brunissement (Bostrém et al., 2012). FNDC5 était déja connue comme étant une protéine
membranaire, mais Bostrom et collaborateurs ont montré, pour la premiére fois, que FDNC5 pouvait
étre clivée et sécrétée en un polypeptide, et retrouvé dans le plasma. Ce nouveau facteur sera nommé

irisine, pour son role en tant que messager du muscle, en référence a Iris, déesse messagere grecque.

B) Structure

Le géne Fndc5 est localisé sur le chromosome 1 chez 'Homme et le chromosome 4 chez la souris.
La protéine FNDC5 (aussi appelée FRCP2 ou PeP) est une protéine membranaire de 209 résidus
d’acides aminés (AA). Elle contient une séquence signal N-Terminale de 29 AA, suivie du domaine
fibronectine I1ll, d’'un peptide de liaison, d’un domaine transmembranaire et d'un segment
cytoplasmique de 39 AA (figure 28-A). La forme clivée, I'irisine, contient 112 AA (domaine fibronectine
lll + une partie du peptide de liaison). Elle est générée par clivage protéolytique et libérée dans la

circulation (figure 28-B). La protéase/sheddase responsable de ce clivage n’a pas encore été identifiée.

Figure 28 : Représentation schématique de la structure de FNDC5 (A) et de son clivage permettant de libérer lirisine (B).

Le poids moléculaire de FNDC5 varie de 20 a 32 kDa en fonction du nombre et de la structure des
oligosaccharides ajoutés au cours de la modification post-traductionnelle (Bostrém et al., 2012). En

effet, FNDC5 est une protéine N-glycosylée qui contient des oligosaccharides attachés aux résidus
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asparagine Asn36 et Asn81 (Nie et Liu, 2017). Le processus de glycosylation est encore mal compris
mais semble indispensable a la stabilité et a la localisation de FNDC5. L’élimination d’un site de
N-glycosylation réduit la demi-vie de FNDC5 a 7h, alors qu’elle est de 12h lorsque la protéine est
entierement glycosylée. De plus, lorsque la N-glycosylation est enlevée, le FNDC5 n’est pas incorporé
dans la membrane cellulaire mais il est retenu dans le réticulum endoplasmique, affectant la sécrétion
d’irisine (Nie et Liu, 2017).

L'irisine possede également deux sites de N-glycosylation (Ans7 et Asn52), faisant varier son poids
moléculaire entre 12 et 25 kDa (Zhang et al., 2014). Enfin, les données biochimiques montrent que

I'irisine est un dimére (Schumacher et al., 2013).

C) Localisation

Afin d’étudier la distribution tissulaire de I’ARNm de Fndc5, une PCR quantitative en temps réel

a été effectuée sur 47 tissus humains différents (Huh et al., 2012).

Figure 29 : Expression du géne fndc5 dans divers tissus humains.

La PCR quantitative en temps réel a été utilisée pour analyser le niveau d’ARNm de FNDC5 dans différents tissus humains.
Les résultats sont présentés en pourcentage par rapport a I'expression du géne dans le muscle (modifié d’aprés Huh et al.,
2012)

Les résultats montrent que 'ARNm de Fndc5 est exprimé a des niveaux élevés dans les
muscles squelettiques. Il est également retrouvé, mais a des niveaux plus faibles, dans d’autres tissus
tels que le cceur (=20% du niveau d’expression dans le muscle), le cerveau (=5%), les ovaires (=5%),
ou encore les reins, le foie, les poumons, la vessie, la glande thyroide (<5%)... (figure 29). Chez le
rongeur, I’ARNm de Fndc5 est également présent dans le muscle, le coeur, le cerveau, les poumons ou
encore les reins, avec toujours une expression plus importante dans le muscle que dans les autres

organes (Ferrer-Martinez et al., 2002).
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La distribution tissulaire de lirisine a quant a elle été déterminée par des études
immunohistochimiques a la fois chez I'Homme et le rongeur. Les résultats montrent une
immunoréactivité a l'irisine dans le muscle squelettique, le muscle cardiaque, le cerveau, I'estomac,
le pancréas, le foie, larate... (Aydin et al., 2014; Dun et al., 2013). Enfin, l'irisine est également détectée
dans la salive, le sérum et le liquide cérébrospinal (LCS) (Aydin et al., 2013; Bostrom et al., 2012; Piya
et al., 2014).

Ainsi, ces résultats démontrent qu’il existe une production endogene de la protéine FNDC5 dans
de nombreux tissus. Cependant, la détection de I'irisine dans le sérum et le LCS suggere également un

role endocrine de cette protéine.

D) Signalisation

Jusqu’a aujourd’hui, aucun récepteur spécifique a l'irisine n’a été identifié mais de récentes
recherches suggerent une interaction de l'irisine avec les intégrines et en particulier les intégrines aV
(Kim et al., 2018). Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires jouant un réle important dans
la signalisation cellulaire. Elles permettent les interactions cellule-matrice, cellule-cellule et sont
également capables de reconnaitre des ligands solubles. Dans une étude portant sur les effets
bénéfiques de l'irisine sur les os et sur les mécanismes sous-jacents, Kim et collaborateurs (2018) ont
démontré que le traitement des ostéocytes avec l'irisine augmente la phosphorylation de FAK (Focal
adhesion kinase)(Kim et al., 2018). FAK est une tyrosine kinase cytoplasmique connue pour étre un
médiateur clé de la signalisation des intégrines, supposant une possible interaction de l'irisine avec les
intégrines. Le blocage, dans les ostéocytes, de la signalisation et des effets bénéfiques de I'irisine par
I'inhibition chimique des intégrines aV confirme cette hypothése. Les mémes auteurs ont également
démontré que l'interaction irisine/intégrine est impliquée dans les effets thermogéniques de l'irisine
sur le tissu adipeux. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer si ces résultats
se confirment dans d’autres tissus et notamment dans le muscle.

Deux voies de signalisation des MAPK (mitogen-actiated protein kinase) semblent étre
importantes dans la médiation des effets bénéfiques de I'irisine dans les adipocytes primaires, les
cellules musculaires et les ostéoblastes : la voie p38-MAPK (p38 mitogen-actiated protein kinase) et
la voie ERK (extracellular signal-regulated kinase). En effet, dans ces organes, un traitement avec
I'irisine augmente la phosphorylation de p38-MAPK et ERK (Lee et al., 2015; Qjao et al., 2016; Zhang
et al., 2014). Dans le foie et le pancréas, la voie de signalisation AMPK (AMP-activated protein kinase)
est impliquée dans les effets bénéfiques de I'irisine (Tang et al., 2016; Zhang et al., 2018). Enfin, dans

le systéme cardiovasculaire, plusieurs facteurs médient les effets bénéfiques de l'irisine tels que
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AMPK, p38, ERK, AKT ou encore mTOR (mammalian target of rapamycin) (Deng et al., 2020; Q. Peng
et al., 2017)
Les voies de signalisation et leur implication dans les effets de l'irisine sont présentées

brievement dans la figure 30 et seront précisées pour chaque organe, dans les paragraphes suivants.

Figure 30 : Voies de signalisation impliquées dans la médiation des effets bénéfiques de FNDC5/irisine dans
différents organes.

E) Irisine et exercice, des données contradictoires

Comme indiqué précédemment, la protéine FNCD5 est I'une des cibles de PGCla, et le gene
Fndc5 est régulé par PGCla dans le muscle squelettique et les neurones in vivo et in vitro (Bostrom et
al.,, 2012; Wrann et al., 2013). PGCla. a initialement été décrit comme un coactivateur de PPARy
capable de moduler I'expression de la protéine UCP1 (Uncoupling protein 1) et la thermogenése dans
la graisse brune (Puigserver et al., 1998). Ce facteur est également connu pour étre impliqué dans la
biogenése mitochondriale et le métabolisme oxydatif dans de nombreux types cellulaires, tels que les
cellules musculaires (Wu et al., 1999) ou cardiaques (Lehman et al., 2000). Plus récemment, il a été
montré que I'exercice induit la synthese de PGCla (Finck et Kelly, 2006) et qu’en retour, ce facteur
induit de nombreux effets bénéfiques sur le muscle Ilui-méme (angiogenese, biogenese
mitochondriale...) (Handschin et Spiegelman, 2008) mais aussi sur d’autres tissus. De ce fait, il était
logique de penser que I'expression de FNCD5/irisine pourrait elle aussi étre en relation avec le niveau
d’activité physique. De fait, Bostrém et collaborateurs (2012) ont mis en évidence une augmentation
des taux circulants d’irisine aprés entrainement physique chez la souris (+65% apres 3 semaines de
roue d’activité) et 'Homme (taux multipliés par 2 apres 10 semaines d’entrainement aérobie), et ont

qualifié I'irisine de véritable protéine de I'activité physique. Plus tard, d’autres études ont confirmé
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ce lien (tableau 3). Chez I'animal, une augmentation de I'expression de 'ARNm Fndc5 est retrouvée
dans le muscle quadriceps des souris ayant acces a une roue d’activité (Morton et al., 2016) et les taux
sérique d’irisine sont augmentés par un entrainement de nage pendant 8 semaines chez le rat (Lu et
al., 2016). Chez 'Homme, au cours de la premiere heure d’entrainement sur tapis roulant, la
concentration en irisine dans le sang augmente (Kraemer et al., 2014). Un exercice aigu entraine
également une élévation des taux d’irisine circulante, 30 minutes apreés la fin de I'exercice (Huh et al.,
2012). Enfin, des études comparant des individus actifs et sédentaires montrent que les taux d’irisine
circulante sont plus importants pour les individus actifs (Moreno et al., 2015).

Cependant, certains auteurs ont montré des résultats contradictoires (tableau 3). Des études
menées chez le rat démontrent que les taux d’irisine sérique sont inchangés aprés un exercice sur tapis
roulant (Czarkowska-Paczek et al., 2014) et que 9 semaines d’entrainement sur le méme dispositif
n’entrainent aucun effet sur I'expression de Fndc5 dans le muscle (Peterson et al., 2014). Chez
I’'Homme, un exercice unique ou un entrainement a long terme ne modifient pas I’expression de Fndc5
dans les muscles squelettiques ni les taux d’irisine sérique (Pekkala et al., 2013). De méme, un
entrainement de 26 semaines a raison de 3 séances par semaine ne conduit a aucune variation de la
concentration sérique d’irisine (Hecksteden et al., 2013). Pour expliquer I'absence de protéine sérique,
Raschke et al., (2013) s’appuient sur le fait que le Fndc5 humain a un début de traduction atypique
par rapport au Fndc5 murin (ATA a la place de ATG). Ainsi, chez 'Homme, ce géne pourrait étre un
pseudo-géne transcrit qui a perdu la capacité d’étre traduit en protéine FNDC5. Cette mutation
empécherait donc la production et la libération d’irisine dans le sang.

Cette controverse a été alimentée en 2015 par Albrecht et collaborateurs qui se sont intéressés
aux méthodes utilisées pour quantifier les taux d’irisine circulants. La plupart des études menées chez
I"'Homme reposent sur des kits ELISA utilisant des anticorps polyclonaux. Parmi ces anticorps, quatre
ont été testés et ont présenté des réactions croisées importantes avec des protéines autres que
I'irisine (ex : apolipoprotéine A1) dans le sérum ou le plasma de différentes espéces (Albrecht et al.,
2015). Ces résultats ont remis en question les données rapportées dans les études antérieures,
suggérant que l'irisine n"aurait pas de réle physiologique chez I’'Homme et serait donc un mythe.

Pour mettre un terme a cette controverse, Jedrychowski et collaborateurs ont utilisé la
spectrométrie de masse afin d’identifier et quantifier I'irisine dans le sang humain. Cette étude a
montré que l'irisine était principalement traduite a partir de son codon d’initiation ATA chez 'Homme
et qu’elle était retrouvée a une concentration d’environ 3,6 ng-ml? dans le sang des individus
sédentaires. L'entrainement aérobie par intervalles a permis d’augmenter ce taux circulant a
4,3 ng-'ml* (Jedrychowski et al., 2015). Ces données fournissent la preuve que l'irisine existe, circule
et est régulée par I'exercice physique chez ’'Homme. L'utilisation de la spectrométrie de masse a

également permis de mettre en évidence la présence d’irisine dans le liquide cérébrospinal (a des
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concentrations variant de 0,26 a 1,86 ng-ml?) (Ruan et al., 2018). Chez I'animal et notamment chez la
souris, la spectrométrie de masse met également en évidence la présence d’irisine dans le sérum (H.

Peng et al., 2017).

Tableau 3 : Impact de différents protocoles d’exercice sur les taux de FNDC5 dans le muscle et sur les taux d’irisine dans le
plasma/sérum chez ’THomme et le rongeur.

Une distinction est faite entre, d’une part, les études montrant une augmentation de FNDC5/irisine en réponse a I'activité
physique et, d’autre part, les études ne montrant pas de variation de cette myokine.

L’existence de l'irisine chez 'Homme a longtemps été remise en question, certains auteurs
affirmant méme que cette protéine était un mythe et que « mesurer l'irisine revenait a chasser les
ombres ». Les nombreuses études menées depuis permettent d’affirmer que l'irisine est présente et
fonctionnelle chez ’'Homme ; et que I'exercice est un régulateur clé dans la sécrétion de cette protéine

par les muscles squelettiques.

lll) Fonctions de l'irisine

A) Irisine et métabolisme

Apres sa découverte, de nombreuses études se sont intéressées aux effets métaboliques de
I'irisine et notamment a son action thérapeutique dans les troubles tels que I'obésité ou le diabéte.
Dans un modeéle de souris obeses, la surexpression de FNDC5 ou la perfusion sous-cutanée d’irisine
permettent de prévenir efficacement les déréglements métaboliques : réduction de la pression
artérielle, augmentation de la dépense énergétique, de la lipolyse et de la sensibilité a I'insuline,

réduisant ainsi I’hyperlipidémie et le diametre des adipocytes dans le tissu adipeux, I’"hyperglycémie et
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I’hyperinsulinémie (Xiong et al.,, 2015). Dans des modeles murins diabétiques, Iinjection
intrapéritonéale d’irisine recombinante réduit la prise alimentaire et augmente les taux d’insuline
(Duan et al., 2016; Liu et al., 2017). Résistance a l'insuline et dysfonctionnement des cellules
pancréatiques (lié a la glucotoxicité) sont deux caractéristiques retrouvées chez les personnes atteintes
du diabéte de type 2 (DT2). Dans un modele in vitro, il est démontré que l'irisine induit la prolifération
de cellules B pancréatiques de rat, réduit I'apoptose lorsque ces cellules sont en condition
glucotoxique (prétraitées avec des concentrations élevées de glucose) et améliore la sécrétion
d’insuline (Liu et al., 2017). L’irisine exercerait son action de prolifération dans les cellules B
pancréatiques via la voie de signalisation p38-MAPK/ERK (Liu et al., 2017) et améliorerait la sécrétion
d’insuline d’'une maniéere dépendante de AMPK (Zhang et al., 2018).

L’irisine montre donc un potentiel thérapeutique important dans les troubles métaboliques et son
effet dans les différents organes impliqués dans la régulation du métabolisme a suscité beaucoup

d’intérét.

1) Métabolisme glucidique

L'irisine joue un role dans le métabolisme du glucose. Dans des modéles murins diabétiques,
I’'administration orale ou l'injection intrapéritonéale d’irisine recombinante améliore ’homéostasie
du glucose, notamment en diminuant le taux de glucose plasmatique (Duan et al., 2016; Liu et al.,
2017).

Dans le muscle, la plupart des études in vitro sont réalisées a la fois dans des cellules humaines
et animales. Le traitement de myotubes humains ou murins avec I'irisine augmente I'absorption de
glucose (Huh et al., 2014b; Lee et al., 2015) et module I'expression de genes liés au métabolisme du
glucose chez 'Homme : régulation a la hausse du transporteur de glucose GLUT4 et de HK2
(Hexokinase 2) et régulation a la baisse de PDK4 (pyruvate deshydrogenase kinase 4) et PYGM (muscle
glycogen phosphorylase) (Huh et al., 2014b). Uirisine facilite I'utilisation du glucose comme source
d’énergie dans les cellules musculaires (Huh et al., 2014b). Dans ces cellules, les effets de I'irisine sont
médiés par la voie p38-MAPK (Lee et al., 2015). En effet, le traitement avec l'irisine augmente la
phosphorylation de p38-MAPK et ERK, alors que I'inhibition de cette voie empéche les effets de I'irisine
sur I'absorption de glucose et la translocation a la membrane de GLUT4 (Lee et al., 2015; Xin et al.,
2016).

Le traitement d’adipocytes humains avec l'irisine augmente I'expression de GLUT4 ainsi que
sa translocation a la membrane (Huh et al.,, 2014a). Enfin, chez les souris diabétiques, I'injection

d’irisine réduit la néoglucogenése dans le foie (Xin et al., 2016).
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2) Métabolisme lipidique

L’irisine est capable d’augmenter la lipolyse. Chez les souris obéses, la surexpression de FNDC5
entraine une diminution de la taille des adipocytes dans le tissu adipeux sous-cutané et améliore la
lipolyse (augmentation des taux plasmatiques d’acides gras libres) (Xiong et al., 2015). Dans les cellules
adipeuses murines, l'irisine peut réguler I'expression de FABP4 (fatty acid-binding protein 4), ATGL
(adipose triglyceride lipase) et HSL (hormone-sensitive lipase), impliquées dans le mécanisme de
lipolyse (Gao et al., 2016).

Toujours chez la souris obése, la perfusion sous-cutanée d’irisine entraine une réduction du
dépbt de graisse dans les hépatocytes. En outre, elle diminue significativement la teneur en
cholestérol hépatique (Tang et al., 2016) ainsi que I'expression de I’ARNm de genes impliqués dans la
synthése du cholestérol (ex: SREBP2, sterol regulatory element-binding protein-2), tout en
augmentant ’ARNm des génes liés a I’excrétion du cholestérol. La voie de signalisation AMPK —SREBP2
est impliquée dans les effets bénéfiques de l'irisine. En effet, le traitement a l'irisine augmente la
phosphorylation de AMPK et le blocage de cette kinase empéche la réduction de la teneur en
cholestérol hépatique induite par I'irisine (Tang et al., 2016). Enfin, les souris Fndc57 présentent une
accumulation excessive de lipides hépatiques et les souris obéses Fndc57 présentent une stéatose
hépatique aggravée en comparaison aux souris obeses WT (wild type) (Liu et al., 2016).

Dans les cellules hépatiques de souris traitées pour imiter la stéatose hépatique, I'incubation
d’irisine empéche I'accumulation de lipides. Elle prévient également I'augmentation des niveaux
d’ARNm et de protéines de marqueurs de la lipogenése (ACC : acetyl-CoA carboxylase et FAS : fatty
acid synthase), caractéristique de la stéatose (Park et al., 2015). Enfin, en condition glucolipotoxique,
I'irisine inverse I'accumulation de lipides dans les cellules 3 pancréatiques de rat et réduit I'expression

de I’ARNm des principales enzymes liées a la lipogenése (ACC et FAS) (Zhang et al., 2018).

3) Augmentation de la dépense énergétique

En 2012, Bostrom et collaborateurs, a l'initiative de la découverte de l'irisine, ont mis en évidence
son role dans le brunissement des cellules adipeuses. En effet, chez la souris, I'injection de vecteurs
adénoviraux permettant d’exprimer FNDC5 induit le brunissement du tissu adipeux blanc. Dix jours
apres injection, les souris présentent des taux d’ARNm d’UCP1 (protéine responsable de la
thermogenese) multipliés par 13 dans le dépot adipeux sous-cutané (Bostrom et al., 2012), résultats
confirmés plus tard dans une autre étude menée chez la méme espéce (Xiong et al., 2015).

De méme, in vitro, le traitement de cellules adipeuses blanches murines par FNDC5 ou avec de
I'irisine recombinante entraine une augmentation (x7) de 'ARNm d’Ucpl (Zhang et al., 2014). A

I'inverse, le brunissement du tissu adipeux et I'augmentation de 'ARNm d’Ucp1 induits par I'exercice
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sont atténués chez des souris Fndc57, confirmant le role de Iirisine dans le processus de brunissement
(Xiong et al., 2019). Le traitement des adipocytes primaires avec l'irisine augmente la phosphorylation
de p38-MAPK et ERK alors que I'inhibition de p38-MAPK et ERK abolit presque completement I'effet
de l'irisine sur les taux d’ARNm d’Ucp1 (Zhang et al., 2014). Chez I’humain, le traitement par FNDC5
d’adipocytes primaires (obtenus a partir de biopsies de la graisse du cou ou tissu adipeux sous-cutané)
augmente l'expression d’UCP1 ainsi que la production de chaleur par les adipocytes (mesurée
directement par thermographie infrarouge) (Lee et al., 2014). En revanche, ces résultats ne sont pas
retrouvés a partir de tissu adipeux viscéral.

Largement étudiée pour son role dans le brunissement du tissu adipeux blanc, 'irisine exerce
également d’autres effets métaboliques (figure 31). Cette myokine améliore I'homéostasie du glucose,
notamment en régulant son absorption ainsi que I'expression de genes liés au métabolisme de ce
monosaccharide. Egalement impliquée dans le métabolisme lipidique, I'irisine module I'expression de

génes impliqués dans les mécanismes de lipolyse, de lipogenése ou encore de synthese du cholestérol.

Figure 31 : Effets métaboliques induits par Virisine dans le foie, le pancréas, le muscle et le tissu adipeux.

B) Irisine et tissu osseux

Outre ses actions métaboliques, plusieurs études cliniques ont montré que lirisine est
également capable d’induire des effets sur le systeme osseux. Chez les athlétes, le taux d’irisine sérique
est corrélé a deux paramétres osseux : la densité minérale osseuse et la rigidité osseuse (Singhal et al.,
2014). Chez les femmes ménopausées, les fractures ostéoporotiques sont associées a des

concentrations réduites d’irisine sérique (Anastasilakis et al., 2014). Ce lien est confirmé chez des sujets
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atteints d’au moins une fracture vertébrale ostéoporotique, qui présentent une diminution de la
concentration sérique d’irisine (Palermo et al., 2015). Une étude menée en 2017 a mesuré les taux
d’irisine sérique avant et aprés une opération de fixation osseuse chez des patients présentant des
fractures des membres inférieurs. En comparaison aux valeurs avant opération, les taux d’irisine
sérique sont significativement plus élevés deux semaines apres opération, jusqu’a doubler a 60 jours
post-opératoires, laissant penser que cette myokine pourrait avoir des effets anabolisants (Serbest et

al., 2017).

Les données obtenues chez I'animal confirment les effets bénéfiques de I'irisine sur le systéeme
osseux. Chez des jeunes souris males, I'injection d’irisine recombinante (une fois par semaine, 4
semaines) améliore plusieurs parameétres osseux : masse, résistance et densité minérale de I'os
cortical. Il est également rapporté une augmentation de I'expression de I’ARNm de |'ostéopontine,
protéine structurale de I'os (Colaianni et al., 2015). Chez des souris suspendues par la queue pendant
4 semaines, le traitement préventif par l'irisine (pendant la suspension) prévient la diminution de la
densité minérale osseuse des membres postérieurs. Administrée en traitement curatif (aprés la
période de suspension), l'irisine permet une restauration de ce paramétre osseux (Colaianni et al.,
2017). Dans un modele de souris KO (suppression de FNDC5/irisine spécifiquement dans la lignée des
ostéoblastes), le développement et la minéralisation osseuses sont significativement retardés et la
densité osseuse est plus faible. De plus, il est rapporté une diminution de I'expression des génes liés

aux ostéoblastes (Zhu et al., 2021).

Les études in vitro ont permis une meilleure compréhension des mécanismes d’action de
I'irisine sur les cellules osseuses. En 2014, Colaianni et collaborateurs ont démontré que
I'ostéoblastogenése induite par I'exercice est médiée par l'irisine. Des myoblastes récupérés chez des
souris préalablement soumises a un exercice (roue d’activité) ont été mis en culture. Ce milieu de
culture, contenant les myokines, a été utilisé pour traiter les ostéoblastes et a permis d’améliorer la
différenciation des ostéoblastes et d’augmenter |'expression de I’ARNm de la phosphatase alcaline
(un marqueur de I'ostéoblastogenése) et du collagéne | (la protéine osseuse la plus abondante). L’ajout
d’anticorps neutralisant l'irisine dans le milieu a empéché les effets positifs sur les ostéoblastes,
démontrant que ces effets sont médiés par l'irisine (Colaianni et al., 2015). Ces résultats ont été
confirmés par Qiao et al., (2016), qui ont montré que le traitement par l'irisine d’ostéoblastes en
culture favorise la prolifération et la différenciation de ces derniers, et augmente I'expression de
I’ARNm de la phosphatase alcaline, du collagéne | et de I'ostéopontine. La voie de signalisation
impliquée semble étre la voie p38-MAPK puisque I'ajout d’inhibiteur de p38 ou ERK réduit les effets

de l'irisine sur la prolifération des ostéoblastes et I'expression de ’ARNm de la phosphatase alcaline.
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Inversement, le traitement avec l'irisine augmente la phosphorylation des acteurs de cette voie (Qiao
et al., 2016).

Enfin, I'intérét s’est aussi porté sur les ostéocytes (cellules dérivées des ostéoblastes), dont la
disparition liée a I’dge est un facteur important dans I'ostéoporose. Le traitement des ostéocytes par
le peroxyde d’hydrogene entraine leur apoptose. La combinaison de ce traitement avec l'irisine
protege les ostéocytes contre I'apoptose et entraine une augmentation de I’ARNm de la sclérostine,
protéine responsable du remodelage osseux (Kim et al., 2018). A noter que dans cette étude, les
auteurs mettent également en évidence I'interaction irisine/intégrine.

Les études cliniques suggerent des effets anabolisants de l'irisine sur le systéme osseux,
confirmés par les données obtenues chez I'animal. En effet, l'irisine améliore plusieurs parametres
osseux (masse, densité minérale...), en régulant notamment I'expression d’ARNm de protéines
structurales et responsables du remodelage osseux. De plus, cette myokine favorise la prolifération et
la différenciation des ostéoblastes et permet également de protéger les ostéocytes contre I'apoptose,

phénomeéne impliqué dans I'ostéoporose (figure 32).

Figure 32 : Effets de l'irisine sur le systéme osseux.
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C) Irisine et systeme cardiovasculaire

Plusieurs études établissent un lien entre maladies cardiovasculaires et taux circulants
d’irisine, mais les données sont souvent contradictoires. Ainsi, dans des pathologies cardiovasculaires
telles que I'hypertension artérielle ou I'athérosclérose, des niveaux plus élevés d’irisine circulante sont
retrouvés (Chen et al., 2019; Sesti et al., 2014); une autre étude ne confirme aucun lien entre irisine et
syndrome coronarien (Aronis et al., 2015), et d’autres auteurs montrent des concentrations d’irisine
sérique significativement plus faibles chez les patients atteints de coronaropathie (Deng, 2016).
Toutefois, une méta-analyse récente basée sur les études de plus de 800 sujets pathologiques et 700
sujets sains met en évidence des taux d’irisine circulant plus faibles chez les patients atteints de
maladies cardiovasculaires en comparaison aux sujets sains (Guo et al., 2020).

Cependant, il existe une variabilité individuelle. De facon intéressante, chez les patients
atteints d’insuffisance cardiaque aigue, de coronaropathie ou ayant déja subi un infarctus du
myocarde, ceux qui présentent les taux d’irisine dans le sang les plus élevés présentent un risque plus
important de mortalité cardiovasculaire, d’accident vasculaire cérébral, d’insuffisance cardiaque

(Aronis et al., 2015; Hsieh et al., 2018) et de mortalité dans I'année suivante (Shen et al., 2017).

Chez I'animal, des modeéles d’ischémie/re-perfusion (I/R) entrainent un infarctus du
myocarde, une apoptose des cardiomyocytes mais également un stress oxydant dans les cellules du
myocarde. Les conséquences de I'l/R sont plus séveres chez les souris KO Fndc57" en comparaison aux
souris WT (Xin et al., 2020). A I'inverse, un pré-traitement par injection d’irisine diminue la taille de
I'infarctus ainsi que I’apoptose myocardique et le stress oxydant chez les souris ayant subi une I/R
(Wang et al., 2017). Des résultats similaires sont retrouvés dans un modéle de souris diabétique et
chez le rat (Z. Wang et al., 2018; Xin et al., 2020). Les effets protecteurs de l'irisine contre |'apoptose
des cardiomyocytes induite par I’'hyperglycémie sont abolis par I'ajout d’un inhibiteur de 'AMPK (Deng
et al., 2020). En traitement curatif, I'injection d’irisine pendant les deux semaines suivant l'infarctus
du myocarde chez la souris montre également des effets bénéfiques : réduction de la taille de
I'infarctus, diminution de I'apoptose des cardiomyocytes mais également augmentation de
I’'angiogenése dans la zone frontaliére de I'infarctus (Liao et al., 2019).

L’hypertrophie cardiaque peut également étre induite chez I'animal par une chirurgie de
constriction aortique transversale (TAC, transverse aortic constriction). Chez la souris KO Fndc57, la
chirurgie TAC entraine une hypertrophie cardiaque plus importante que chez la souris WT (observée
par une augmentation de la section transversale des cardiomyocytes). En revanche, une surexpression
de FNDCS5 réduit les dommages de la chirurgie TAC (Li et al., 2018). Chez le rat, I'injection quotidienne

d’irisine pendant les 6 semaines suivant la chirurgie TAC permet de diminuer I’hypertrophie cardiaque
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mais également le stress oxydant au sein des cardiomyocytes (réduction de I'expression de I’ARNm de
marqueurs du stress oxydant) (Peng et al., 2021).

L’athérosclérose peut étre étudiée chez les souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE™).
L'injection d’irisine chez ces souris diminue la sévérité de la pathologie notamment au niveau
aortique : diminution de I'apoptose endothéliale, réduction de la surface de la plaque
athérosclérotique et de la réponse inflammatoire (Lu et al., 2015; Zhang et al., 2016). Enfin, chez des
rats spontanément hypertendus, I'injection intraveineuse d’irisine diminue la pression artérielle et
augmente la vasorelaxation induite par I'acétylcholine dans les artéres mésentériques (Fu et al.,
2016). Des résultats similaires sont retrouvés chez la souris obése (Han et al.,, 2015). Ces études
démontrent également que l'irisine augmente la phosphorylation de eNQOS, enzyme permettant la
synthése de NO, vasodilatatrice, dont la production est également augmentée par le traitement a

I'irisine (Fu et al., 2016; Han et al., 2015).

Des modeles cellulaires sont également utilisés afin de mieux comprendre les effets de I'irisine
sur le systeme cardiovasculaire. Une des premiéres études démontrant que l'irisine exerce des effets
sur les cellules cardiaques a été menée par Xie et collaborateurs en 2015, sur des cellules H9C2
(possédant les propriétés électrophysiologiques et biochimiques des tissus cardiaques). Le traitement
par l'irisine a permis de réguler I'expression de génes impliqués dans la croissance et la différenciation
des cardiomyocytes tels que la myocardine ou la follistatine. L'irisine a également amélioré la
biogenése mitochondriale et a augmenté la concentration intracellulaire de calcium, suggérant un role
important de cette myokine dans la fonction cardiaque (Xie et al., 2015).

Des phénomenes d’apoptose et de stress oxydant dans les cellules cardiaques peuvent étre
induits par un protocole d’anoxie/hypoxie-réoxygénation, par un traitement des cellules cardiaques
avec le peroxyde d’hydrogene (H,0,) ou encore en plagant des cellules dans des conditions
hyperglycémiantes. Dans ces différentes conditions, les cardiomyocytes présentent une augmentation
importante de la production d’especes réactives de I'oxygéne (ROS, reactive oxygen species) par les
mitochondries, responsable du stress oxydant, accompagnée d’une diminution de I'activité
enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD), enzyme antioxydante. Le traitement par l'irisine
diminue cette augmentation de la production de ROS et restaure I'activité de la SOD, réduisant ainsi
le dysfonctionnement mitochondrial (Deng et al., 2020; Q. Peng et al., 2017; Wang et al., 2017, Z.
Wang et al., 2018). Les effets protecteurs de l'irisine contre I'apoptose des cardiomyocytes induite par
I’hyperglycémie sont abolis par I'ajout d’un inhibiteur de I’AMPK (Deng et al., 2020). Le traitement des
cellules cardiaques par le H,0, entraine une diminution de la phosphorylation de AKT et mTOR,

phénoméne inversé par le traitement a l'irisine (Q. Peng et al., 2017).
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Enfin, l'irisine exerce également des effets bénéfiques au niveau endothélial. L'incubation de
cellules endothéliales primaires de la veine ombilicale humaine dans certaines conditions (milieu
hyperglycémiant, ajout de lipoprotéines de basse densité oxydées) entraine un stress oxydant ainsi
gu’une apoptose cellulaire. L'ajout d’irisine permet de prévenir ces deux processus (Lu et al., 2015;
Zhangetal., 2016; Zhu et al., 2015). De plus, I'incubation de cellules endothéliales coronaires humaines
avec l'irisine entraine une augmentation de la production de NO et stimule la phosphorylation de eNOS
(Fu et al., 2016). Dans les cellules endothéliales, I'irisine entraine une augmentation de la
phosphorylation de AMPK et AKT, facteurs en amont de la phosphorylation de eNOS (Fu et al., 2016;
Lu et al., 2015). L'irisine exerce donc des effets bénéfiques sur les cellules endothéliales via la voie de

signalisation AMPK/AKT/eNOS/NO.

Ainsi, l'irisine induit des effets bénéfiques dans le coeur et notamment dans le cadre de
pathologies cardiovasculaires (tableau 4) telles que I'infarctus du myocarde, I’hypertrophie cardiaque
ou encore I'athérosclérose, en diminuant, par exemple, I'apoptose cellulaire, la réponse inflammatoire
ou encore le stress oxydant. Cette myokine permet également la régulation de I'expression de genes
impliqués dans la croissance et la différenciation des cardiomyocytes et est impliquée dans la

biogénese mitochondriale.

Tableau 4 : Impact de la FNDC5/irisine sur diverses pathologies cardiovasculaires.
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D) Irisine et cerveau

1) Irisine et développement du systéme nerveux

L'irisine semble avoir un role développemental dans le systéme nerveux. L’expression génique
de Fndc5 a été mesurée dans des cerveaux de ratons prélevés a PO, P10, P20, P25 et P30. Une premiére
augmentation de Fndc5 est observée entre PO et P10 suivie d’une deuxieme augmentation entre P10
et P20 (Wrann et al., 2013). Dans une culture de neurones corticaux primaires en maturation, une
augmentation de I'expression du géne Fndc5 est remarquée entre le 1°" et le 6°™ jour in vitro (Wrann
et al., 2013). Dans les neurones en culture, la surexpression de FNDC5 améliore la survie cellulaire et
son administration augmente la prolifération cellulaire (Moon et al., 2013; Wrann et al., 2013).

De nombreuses études ont également été réalisées sur des cellules souches embryonnaires
(CSE). Les CSE engendrent des cellules progénitrices capables de se différencier en neurones ou en
cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes). Dans les CSE humaines, ’ARNm de la protéine FNDC5
augmente pendant la formation des cellules progénitrices et de maniére plus importante lors de la
différenciation en cellules neuronales (Ghahrizjani et al., 2015). L'inactivation de FNDC5 dans les CSE
de souris affecte la maturation des neurones et des astrocytes et entraine une réduction significative
des marqueurs neuronaux (Map2, microtubulue-associated protein 2 et Tujl, class Il beta-tubulin) et
astrocytaires (Gfap, glialfibrillary acidic protein) (Hashemi et al., 2013). En revanche, I'expression de
ces marqueurs neuronaux et astrocytaires augmente lors de la surexpression de la protéine FNDC5
dans les CSE murines (Forouzanfar et al., 2015). De plus, cette surexpression de FNDC5 affecte
également la morphologie des neurones puisque ceux-ci présentent des neurites plus étendues
(Forouzanfar et al., 2015).

Enfin, en ce qui concerne les voies de signalisation potentiellement impliquées dans ces effets
développementaux de l'irisine, I'administration d’irisine a des cellules neuronales hippocampiques de
souris entraine une augmentation de la phosphorylation de STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3) (Moon et al., 2013). D’autres avancent I'implication de ERK1/2 (Hosseini Farahabadi

et al., 2015).
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2) Irisine et BDNF

En 2013, une étude démontre qu’un entrainement en endurance mené quotidiennement chez
la souris pendant 30 jours entraine une augmentation de I'expression des génes Fndc5 et Bdnf dans
I’hippocampe (Wrann et al., 2013).

Comme décrit précédemment, le

BDNF est un médiateur important

des effets bénéfiques de I'exercice

dans le cerveau. L'augmentation de

cette neurotrophine spécifiquement

dans la région ou le géne Fndc5 est

également augmenté suggére un

lien entre ces deux facteurs. Dans les

neurones corticaux, I'expression

forcée de FNDC5 augmente

significativement I'expression du

géne Bdnf (taux multiplié par 4) Figure 33 : Lien FNDC5/irisine — BDNF.

tandis que l'inactivation de FNDC5

entraine les effets inverses. De plus, 'administration périphérique de FNDC5 augmente les niveaux
circulants d’irisine et induit I’expression de Bdnf dans I'hippocampe (Wrann et al., 2013). Ces
expérimentations sont les premiéres a démontrer le lien entre FNDC5 et BDNF (figure 33).

Plus récemment, une étude menée chez le rat a confirmé le lien entre ces deux protéines.
L'injection de vecteurs de surexpression de l'irisine augmente I'expression de BDNF (détectée par
immunohistochimie) dans I'hippocampe alors que I'injection de vecteurs d’interférence la diminue (L.
Huang et al., 2019). Enfin, I'incubation de tranches corticales humaines ou de tranches d’hippocampe
murines avec de l'irisine (Lourenco et al., 2019) montre que cette protéine stimule la voie AMPc-PKA
(protein kinase A)-CREB (cAMP responsive element binding protein). CREB est un facteur de
transcription impliqué dans la plasticité synaptique et la mémoire. Il est capable d’induire notamment

la transcription du BDNF (Tao et al., 1998; Wood et al., 2005).

3) Irisine et maladies neurodégénératives

a. Maladie d’Alzheimer

Quelques études menées chez I'Homme démontrent un lien entre irisine et fonctions
cognitives. Ainsi, chez de jeunes athlétes comme chez des personnes vieillissantes, des taux d’irisine

sérique élevés sont corrélés a de meilleures fonctions cognitives (Belviranli et al., 2016; Kster et al.,
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2017). A l'inverse, chez des patients atteints de maladie d’Alzheimer (MA), des taux réduits d’irisine
sont retrouvés dans I’hippocampe et le LCS (Lourenco et al., 2019). De plus, on sait que I'exercice
physique, inducteur d’irisine, améliore I’évolution de certaines pathologies neurodégénératives telle
que la MA. L’irisine pourrait donc exercer des effets bénéfiques dans le cas de la MA, d’autant plus que
cette myokine est capable d’induire I'expression de BDNF au niveau central, neurotrophine connue
pour étre régulée a la baisse dans différentes zones du cerveau des patients atteints de MA (Budni et
al., 2015).

Chez la souris, des taux faibles d’irisine ou de FNDC5 sont corrélés a une altération de la
potentialisation a long terme (LTP, long term potentiation) dans I'hippocampe, un processus de
renforcement synaptique a I'origine de I'apprentissage et de la mémoire, et a des problémes cognitifs.
Ainsi, une inactivation de FNDC5 dans le cerveau de souris WT, par utilisation d’ARN interférents
(ARNsh, small hairpin), entraine une altération de la LTP. Ces souris présentent également de moins
bonnes performances dans le test de reconnaissance d’'un nouvel objet (NOR, novel object
recognition) (Lourenco et al., 2019). De méme, a un age avancé, les souris KO Fndc57 présentent un
déclin cognitif plus significatif que leurs homologues WT ainsi qu’une altération de la LTP (Islam et al.,
2021). Il est également a noter que le taux de FNDC5 hippocampique est diminué dans un modeéle
murin de MA (Islam et al., 2021; Lourenco et al., 2019).

A l'inverse, Paugmentation des taux d’irisine prévient les altérations liées a la MA. En effet,
la perfusion intra-hippocampique bilatérale d’irisine, la surexpression de FNDC5 dans le cerveau ou
encore I'administration périphérique d’irisine chez la souris MA préviennent I'altération de la LTP et
améliorent des performances dans le test NOR (Islam et al., 2021; Lourenco et al., 2019). Ainsi, ces
résultats démontrent que l'irisine peut empécher les altérations synaptiques (LTP) dans I’hippocampe
et prévenir les déficits mnésiques induits par la MA. De plus, I'administration périphérique d’irisine
permet une augmentation de cette protéine dans I’hippocampe, sans augmentation de ’ARNm Fndc5
LTP (Islam et al., 2021). Ceci suggere que lirisine délivrée en périphérie est capable de traverser la

BHE afin d’atteindre I'hippocampe.

Quels sont les mécanismes par lesquels l'irisine exerce ses effets neuroprotecteurs dans la
MA (figure 34) ? L'une des principales causes de la MA pourrait étre I'agrégation excessive d’Ap dans
le cerveau, a 'origine d’'une dégénérescence neuronale. Ces plaques A sont générées par le clivage
du précurseur amyloide (APP, amyloid precursor protein) (Cuello, 2005; Lammich et al., 1999). Or, une
étude menée en 2018 démontre pour la premiére fois une interaction entre APP et FNDC5. FNDC5 se
lie a un domaine spécifique de I'extrémité N-terminale de la séquence AP, ce qui affecte le clivage de

I’APP et contribue a réduire la production d’Ap (Noda et al., 2018). En outre, I'irisine pourrait atténuer
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la perte de cellules neuronales induite par I’'agrégation d’ApB en inhibant la libération de cytokines pro-
inflammatoires par les astrocytes (K. Wang et al.,, 2018). En effet, la neuro-inflammation est
également un mécanisme pathologique important dans le développement de la MA, certaines
cytokines pro-inflammatoires étant impliquées dans les lésions cellulaires induites par AB (Uddin et
al., 2021). Le traitement des cellules neuronales hippocampiques avec AP entraine une perte de
viabilité cellulaire, qui ne peut étre prévenue par le co-traitement a l'irisine. En revanche, la viabilité
cellulaire est améliorée lorsque ces neurones exposés a AP recoivent un milieu de culture provenant
d’une culture d’astrocytes prétraités par l'irisine (K. Wang et al., 2018). Ces résultats suggérent que
Iirisine pourrait exercer un effet neuroprotecteur sur les neurones hippocampiques via une
modulation astrocytaire. Les auteurs ont notamment démontré que le traitement par AP induit une
libération de cytokines (interleukines 6 et 1[3) par les astrocytes, libération inhibée par le co-traitement
a l'irisine (K. Wang et al., 2018). Des effets similaires de l'irisine sont également observés pour la
cyclooxygénase 2 (COX-2), un autre facteur pro-inflammatoire. Enfin, un déficit en FNDC5 altere les
propriétés (morphologiques et transcriptionnelles) des neurones formés dans I’hippocampe a I’age
adulte. L'exercice physique induit une neurogenése au sein de I'hippocampe. En effet, I'accés libre a
une roue d’activité augmente le nombre et la morphologie des neurones nouvellement formés chez la
souris (augmentation de la longueur et de la complexité des dendrites, augmentation du nombre
d’épines dendritiques...) (Islam et al., 2021). En revanche, chez la souris KO-Fndc5 soumise a une
activité physique, les neurones nouvellement formés présentent une morphologie anormale,
notamment au niveau des épines dendritiques : arborisation dendritique moins développée, densité
des épines dendritiques plus faible, diminution de la taille de la téte des épines dendritiques... (Islam
etal., 2021). Des différences dans le profil transcriptionnel de ces neurones néoformés sont également
retrouvées. En effet, un total de 459 génes sont exprimés de maniere différentielle chez les souris KO-

Fndc5, notamment des genes impliqués dans le développement neuronal (Islam et al., 2021).
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Figure 34: Mécanismes pouvant expliquer les effets neuroprotecteurs de l'irisine dans la MA.
Adapté de Young et al., 2019.

Une étude suggere que l'irisine est un médiateur des effets centraux de I’exercice (Lourenco
et al.,, 2019). Nous avons vu précédemment que l'exercice permettait d’augmenter les niveaux
circulants d’irisine chez les animaux sains. De méme, dans le modeéle murin de MA, la diminution de
FNDC5 hippocampique peut étre inversée par I'exercice (Choi et al., 2018; Lourenco et al., 2019).
L'inactivation de FNDC5 dans le cerveau par utilisation d’ARNsh ou I'administration périphérique d’un
anticorps neutralisant I'irisine chez la souris MA réduit les effets positifs liés a la pratique d’une activité
physique sur la plasticité synaptique et la mémoire (Lourenco et al., 2019). Enfin, I'exercice ne permet
pas d’améliorer I'apprentissage et la mémoire chez les souris KO Fndc5”°, contrairement aux

souris WT.

b. Maladie de Parkinson

L'irisine montre également des effets bénéfiques dans le cadre d’une autre pathologie
neurodégénérative : la maladie de Parkinson (MP). Une étude réalisée sur un modele de MP chez le
rat (injection de 6-hydroxydopamine ou 6-OHDA) a mis en évidence une altération de I'apprentissage
spatial et de la mémoire (piscine de Morris), ainsi qu’une diminution de I’expression des ARNm Fndc5
et Bdnf dans I’hippocampe (Rezaee et al., 2019). L’entrainement physique (tapis roulant, 16 semaines,
5 séances par semaine) préalable a l'injection de 6-OHDA permet de prévenir la diminution
d’expression des ARNm Fndc5 et Bdnf dans I’hippocampe et empéche l'altération de la mémoire

spatiale (Rezaee et al., 2019).
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Dans un autre modeéle de MP (injection intranasale de MPTP, 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine) (Zarbakhsh et al., 2019), les animaux présentent une réduction de plus de 70% des
cellules dopaminergiques (DA) dans la substance noire et le striatum, un nombre de cellules
apoptotiques multiplié par 3 en comparaison au groupe témoin, et des altérations dans un test
permettant d’évaluer la coordination motrice et la bradykinésie (pole test, dans lequel I'animal doit
s’agripper, se retourner téte vers le bas puis descendre une tige cylindrique). Un traitement a l'irisine
(injection intrapéritonéale pendant 7 jours) apres I'administration de MPTP a permis de prévenir la
mort cellulaire, de réduire le nombre de cellules apoptotiques, en plus d’améliorer les performances
motrices (Zarbakhsh et al., 2019).

Chez la souris, I'injection de fibrilles préformées (PFF, preformed fibrils) d’ a--synucléine (o-syn)
entraine également une perte des neurones DA dans le striatum ainsi que des déficits
neurocomportementaux (pole test, test d’agrippement), tous deux partiellement prévenus par
I'injection périphérique d’irisine (Kam et al., 2022). Pour aller plus loin dans la compréhension des
mécanismes cellulaires, ces auteurs ont réalisé une étude in vitro : I'administration d’o-syn PFF a des
neurones corticaux en culture entraine une mauvaise conformation de I’a-syn endogéne, observable
par la phosphorylation de la sérine 129 (pSer129-a-syn), qui devient toxique pour les cellules.
L'injection d’irisine réduit de maniere significative les taux de pSer129-a-syn et empéche la mort
cellulaire induite par I'a-syn PFF (Kam et al., 2022). L’irisine empécherait I'internalisation de

I’a-syn PFF et favorisait la dégradation endolysosomale de cette derniére.

L'implication de [lirisine dans les maladies neurodégénératives telle que la maladie
d’Alzheimer et la maladie de Parkinson a été largement étudiée. Chez 'Homme, comme chez I’animal,
les sujets atteints de ces pathologies présentent des taux réduits d’irisine dans I’hippocampe et le LCS.
L'augmentation des taux d’irisine dans les modéles animaux permettent (1) de réduire les altérations
synaptiques dans I'hippocampe (LTP) et les déficits mnésiques dans le modele MA ; (2) de prévenir la
mort cellulaire des neurones dopaminergiques et d’améliorer les performances de coordination
motrice dans le modeéle MP. En ce qui concerne les mécanismes d’action, certains auteurs suggérent
un role de cette myokine dans la neurogenése hippocampique, d’autres avancent des effets
protecteurs contre la neuro-inflammation, caractéristique de la MA. Enfin, des études importantes
menées au cours des cing derniéres années sur la MA ont permis de mettre en évidence que l'irisine
est un véritable médiateur des effets centraux de I'exercice et que cette myokine est capable de

traverser la BHE.
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4) lIrisine et épilepsie

Concernant I'épilepsie, les données cliniques sont parfois contradictoires. Des études menées
chez des enfants atteints d’épilepsie idiopathique montrent que ces patients présentent des taux
d’irisine sérique plus importants que les témoins sains. De plus, l'irisine sérique semble étre liée a
I'intensité des crises et pourrait étre un facteur prédictif de crises incontrélées (Elhady et al., 2018).
Dans une autre étude, des niveaux d’irisine sérique réduits sont retrouvés chez les patients atteints
d’épilepsie du lobe temporal pharmaco-résistante en comparaison aux sujets sains et aux patients
atteints d’épilepsie temporale non pharmaco-résistante (Erkec et al., 2021).

Chez le rat, l'injection intrapéritonéale de pentylénetétrazole (PTZ) est inductrice de crise
épileptique. Dans ce modele, les taux sériques et cérébraux d’irisine/FNDC5 sont significativement
accrus (Ergul Erkec et al., 2018). Un autre modéle expérimental consiste en I'injection cérébrale d’acide
kainique, responsable d’'une augmentation du stress oxydant, de I'apoptose cellulaire, de la
dégénérescence neuronale ainsi que de la diminution de I'expression de BDNF et UCP2 (régule la
production de ROS) dans le cortex et I’hippocampe (Cheng et al., 2021). L'injection cérébrale d’irisine
avant l'injection d’acide kainique prévient, en partie, les altérations induites par I'acide kainique sur
tous les parametres cités précédemment. En outre, I'administration d’un inhibiteur de UCP2 empéche
I’effet anti-oxydant de l'irisine, de méme que ses effets sur I'apoptose et la dégénérescence cellulaire
(Cheng et al., 2021). L’irisine pourrait donc exercer ses effets neuroprotecteurs en atténuant les

Iésions induites par le stress oxydant via la voie UCP2.

5) Irisine et ischémie cérébrale

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est une autre atteinte neurologique dont la prise en
charge peut étre améliorée par la pratique de I'exercice physique. Deux études menées chez un grand
nombre de patients victimes d’'un AVC montrent que des taux d’irisine circulant plus faibles sont
associés a des atteintes fonctionnelles plus importantes (Tu et al., 2018; Wu et al., 2019).

L'occlusion de l'artere cérébrale moyenne (MCAO, middle cerebral artery occlusion) est un
modele d’ischémie cérébrale couramment utilisé chez le rongeur. Chez la souris MCAQ, la
concentration plasmatique d’irisine ainsi que I'expression intramusculaire de FNDC5 sont réduites. Des
niveaux faibles d’irisine plasmatique sont associés a un volume d’infarctus cérébral, une altération
des fonctions neurologiques et des niveaux plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires plus
importants (Li et al.,, 2017). L’injection intraveineuse ou intracérébroventriculaire (ICV) d’irisine
recombinante quelques minutes aprés l'opération MCAO montre des effets bénéfiques sur les
parametres cités précédemment (réduction du volume de l'infarctus cérébral, amélioration des

déficits neurologiques...) (Asadi et al., 2018; Li et al.,, 2017). De plus, I'injection d’irisine diminue
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significativement le nombre de cellules apoptotiques, régule négativement I’expression de protéines
pro-apoptotiques (Bax et caspase-3) et positivement I'expression de protéines anti-apoptotique (Bcl-
2). Enfin, l'injection ICV d’irisine augmente l'immunoréactivité du BDNF dans le cortex cérébral
ischémique et préserve la perméabilité de la BHE (quantifiée par la fuite de Bleu Evans dans le tissu
cérébral) (Asadi et al., 2018).

La neuro-inflammation est un facteur important dans la mortalité suite a un AVC. La MMP-9
(matrix metalloproteinase-9), dont la concentration est augmentée suite a I'ischémie, est un facteur
connu pour étre impliqué dans la neuro-inflammation mais également dans la mort neuronale et la
perméabilisation de la BHE. Le toll like receptor 4 (TLR4) et le facteur de différenciation myéloide 88
(MyD88) sont d’autres composants importants de l'inflammation et impliqués dans les lésions
cérébrales. Comme dit précédemment, I'injection d’irisine sur des souris MCAO permet de réduire
I'expression de cytokines inflammatoires. Le prétraitement a l'irisine dans ce modele entraine en
outre une diminution de I'expression de MMP-9 (Guo et al., 2019), TLR4 et MyD88 (Yu et al., 2020).

L'intérét s’est également porté sur les inflammasomes, des complexes multiprotéiques qui
contribuent aux lésions cérébrales ischémiques. L'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor pyrin 3)
est connu pour entrainer la pyroptose, processus de mort cellulaire pro-inflammatoire. Dans un
modele in vitro de lésions ischémiques par privation de glucose et d’oxygeéne, I'expression de I'irisine
diminue et I'expression de NLPR3 augmente (J. Peng et al., 2017). Comme dans les modeles in vivo, on
retrouve in vitro I'augmentation du stress oxydant et de la libération de cytokines inflammatoires.
L’administration d’irisine a ces cellules ayant subi un stress ischémique diminue le stress oxydant,
inverse la libération de cytokines inflammatoires et diminue I’expression des composants de
I'inflammasome NLRP3 (J. Peng et al., 2017).

Enfin, des études se sont intéressées aux voies de signalisation impliquées dans les effets
neuroprotecteurs de [lirisine. Chez la souris MCAO, l'administration d’irisine entraine une
augmentation de la phosphorylation d’AKT et ERK1/2 et I'injection d’inhibiteur d’AKT et ERK1/2 réduit
les effets positifs de I'irisine dans ce modéle. Ces résultats suggérent une implication de AKT et ERK1/2
dans la médiation des effets neuroprotecteurs de l'irisine (J. Peng et al., 2017). Le prétraitement a
I'irisine dans un modeéle de souris MCAO permet également d’atténuer I'augmentation de I'expression
de Notchl et Hes1, un géne cible de la signalisation Notch (Jin et al., 2019). La signalisation Notch est
connue pour réguler la différenciation neuronale et la gliogenése dans des conditions saines mais

également pathologiques telles que I’AVC ischémique.
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6) Autres effets de l'irisine au niveau central

D’autres effets comportementaux de l'irisine sont rapportés. L'irisine est notamment capable
d’exercer un effet antidépresseur. Chez des rats présentant un comportement de type dépressif
(induit par exposition a un stress chronique imprévisible), des niveaux réduits d’irisine sont retrouvés
dans le cortex préfrontal et le LCS (Wang et Pan, 2016). L'injection sous-cutanée d’irisine ou I'injection
ICV d’irisine 1h avant la réalisation de tests classiquement employés afin d’évaluer le comportement
de type dépressif chez le rongeur (nage forcée, suspension par la queue, préférence au sucrose)
permet d’inverser les déficits comportementaux observés chez les animaux dépressifs. Ainsi, l'irisine
augmente I'appétence pour le sucrose et diminue le temps passé immobile dans le test de nage forcée
ou de suspension par la queue (Siteneski et al., 2018; Wang et Pan, 2016).

L'irisine influence également le comportement alimentaire, mais les études dans ce domaine
sont contradictoires. L'administration intra-hypothalamique d’irisine chez le rat diminue 'apport
alimentaire et augmente I'expression génique des peptides anorexigénes POMC (pro-opio-melano
cortin) et CART (cocaine and amphetamine-regulated transcript) dans I’hippocampe (Ferrante et al.,
2016). D’autres auteurs (Tekin et al., 2017) montrent que I'administration ICV d’irisine entraine une
augmentation de la consommation alimentaire ainsi qu’'une augmentation de I’ARNm du peptide
orexigéne NPY (neuropeptide Y) et une diminution de '’ARNm du peptide anorexigéne POMC dans
I’hypothalamus. Dans la circulation, une augmentation des taux de ghréline (hormone de la faim) et
une diminution des taux de leptine (hormone de la satiété) sont observés (Tekin et al., 2017).

Enfin, l'irisine exerce des effets sur le comportement locomoteur. En effet, I'injection ICV
d’irisine a des rats entraine une augmentation de I’activité locomotrice (augmentation de la distance
totale parcourue, augmentation du temps passé en mouvement et du temps passé en position

verticale) (Zhang et al., 2015).

Outre ses effets neurodéveloppementaux et son implication dans les maladies
neurodégénératives, l'irisine est également impliquée dans d’autres pathologies telles que I'épilepsie
ou I'AVC. Cette myokine montre des effets neuroprotecteurs importants via divers mécanismes :
réduction des lésions induites par le stress oxydant, régulation de I'expression de protéines pro et anti-
apoptotiques, diminution de la neuro-inflammation... Enfin, lirisine influence également le
comportement alimentaire ainsi que le comportement locomoteur, en plus de ses effets

antidépresseurs.
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Objectifs

Les données de la littérature démontrent ainsi que I'activité physique pendant I'enfance est
particulierement importante. En effet, elle participe a la structuration et la maturation du systeme
nerveux et du systeme musculaire via les différentes voies citées précédemment: les boucles
sensorimotrices, la voie neuronale et la voie humorale. On pourrait, ainsi, supposer que I’"hypoactivité
précoce puisse affecter le développement neuromusculaire. L’objectif principal de ces travaux est de
comprendre comment I'hypoactivité précoce affecte le développement de la fonction
sensorimotrice.

Pour mener ces travaux, le modeéle de restriction sensorimotrice (RSM) précoce chez le rat est
utilisé. Les études menées précédemment sur le modele démontre que la RSM précoce induit des
altérations a la fois structurales et fonctionnelles du systeme neuromusculaire, apres la période de
restriction de 28 jours. Cependant, a I'heure actuelle, peu de données sont disponibles concernant les
conséquences de la RSM précoce pendant la période de restriction. Un des objectifs du projet est de
déterminer les impacts du modéle, pendant la restriction, sur le développement de la fonction
motrice. Pour ce faire, des tests permettant d’évaluer les réflexes neurodéveloppementaux sont
réalisés. Ces tests représentent des indicateurs du développement neurologique et comportemental
de I'animal.

Ces réflexes neurodéveloppementaux dépendent, en partie, de la maturation du tractus
corticospinal, voie motrice directe. Cependant, certains réflexes nécessitent également un soutien
postural et par conséquent, sont dépendants du développement musculaire. Ainsi, les travaux menés
ont également pour objectif d’étudier I'impact de la RSM précoce sur les muscles des pattes
postérieures.

Les muscles sont capables de produire, exprimer et libérer des myokines, qui exercent des
effets bénéfiques sur le muscle lui-méme mais également sur I'ensemble de I'organisme. Parmi ces
myokines, l'irisine, produite par les fibres musculaires en réponse a I'activité physique, est connue pour
exercer des effets bénéfiques au niveau central, notamment en induisant la production de BDNF. Le
dernier objectif de ces travaux est de déterminer I'impact de la RSM précoce sur les taux d’irisine
dans les muscles, la circulation et le cerveau.

Nos hypothéses sont les suivantes :

- La RSM précoce induirait des retards dans le développement de la fonction motrice, traduit par
des retards dans I’apparition des principaux réflexes neurodéveloppementaux.

- Ces retards pourraient, en partie, étre expliqués par des altérations musculaires, et notamment
une atrophie musculaire.

- A linverse de Iactivité physique, la RSM précoce induirait une diminution de la sécrétion
d’irisine dans le muscle, qui participerait, en partie, aux altérations neuromusculaires induites

par le modele.
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) Modele

A) Animaux

Cette étude est réalisée sur des rats Sprague Dawley OFA et CD (Charles River Laboratories). Toutes
les manipulations sont en accord avec la Directive 2010/63/UE du Parlement Européen et du Conseil,
et ont été approuvées par le Comité d’Ethique en Expérimentation Animale (CEEA 75, 2021-
020818231865). Les conditions d’hébergement des rats sont les suivantes: maintien d’un
environnement social (cage commune, disposition des animaux en batterie), accés a I'eau et la
nourriture ad libitum, environnement a 22 + 2°C, 51 % d’humidité, rythme circadien classique 12h de
lumiére/12h d’obscurité. Nourriture et boisson sont contrdlées quotidiennement afin de s’assurer que
les animaux ont acceés a des quantités suffisantes. Apres accouplement, les femelles gestantes sont
transférées dans des cages individuelles. A la naissance (P1 — jour postnatal 1), le sexe des ratons est
déterminé et les portées sont normalisées a 10 ratons (5 males + 5 femelles dans la mesure du

possible). Les ratons sont affectés au groupe CTRL ou au groupe RSM.

B) Modele de restriction sensorimotrice (RSM)

Les animaux du groupe RSM sont immobilisés tous les jours de P1 a P28, 16h/jour, entre 16h et
8h, c’est-a-dire essentiellement pendant la phase d’obscurité (Delcour et al., 2018b, 2018a). De P1 a
P7, les membres postérieurs des ratons sont attachés délicatement avec de I'adhésif médical
(Sparadrap Micropore silicone, 3M). A partir de P8, ils sont immobilisés en position étendue et attachés
au moyen d’adhésif médical (Sparadrap blanc Micropore, 3M) a un cadre en résine adapté a la taille
de I'animal (figure 35). Ce cadre est bien toléré par les animaux ; il leur permet de se déplacer, d'uriner,
de déféquer, de téter et de recevoir des soins maternels. Le matin, les cadres sont retirés et les
animaux peuvent se déplacer librement (8h/jour). Le poids corporel est relevé quotidiennement. Pour
la procédure d’'immobilisation et de retrait du cadre, les animaux sont séparés de la mere pour une
durée qui n’excede pas 15 minutes. Les animaux CTRL sont manipulés quotidiennement, matin et soir,

de la méme fagon que les animaux RSM (séparation de la mére...).

Figure 35 : Modéle de restriction sensorimotrice (RSM) chez un rat égé de 8 jours.
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Au sevrage (P28), males et femelles sont séparés. Les animaux CTRL et RSM sont répartis
aléatoirement dans des cages conventionnelles selon les conditions d’hébergement explicitées

précédemment (voir le paragraphe précédent), jusqu’a P60 ou P90.

C) Comparaison des configurations de portées

Pour la souche CD, deux configurations de portées ont été comparées :

(1) portées 50% CTRL/50% RSM, qui présentent I'avantage de comparer des animaux issus d’une
méme portée.

(2) portées 100 % CTRL ou 100 % RSM, qui permettent d’éviter une éventuelle compétition entre
CTRL et RSM pour la nourriture. En effet, les ratons RSM pourraient avoir plus de difficultés a
accéder aux mamelles en raison du dispositif d'immobilisation, en comparaison aux animaux
CTRL, ce qui introduirait un biais dans nos résultats.

Ainsi, nous avons comparé le poids corporel de 40 animaux issus de 4 portées constituées comme

suit :

e 10 ratons CTRL (CTRL-100%)
e 10 ratons RSM (RSM-100%)

e 5ratons CTRL et 5 ratons RSM (CTRL-50%/RSM-50%) (2 portées).

L’évolution du poids corporel (figure 36) est assez similaire entre les rats CTRL-100% et CTRL-50%.
A P28, les CTRL-100% pésent en moyenne 101.7 + 1.3 g et les CTRL-50% 96.5 + 1.3 g (n.s.). En ce qui
concerne le groupe RSM, I’évolution du poids corporel est différente entre les configurations RSM-
100% et RSM-50% (p<0.05, two-way ANOVA). Le poids corporel est plus élevé pour la configuration
RSM-100% que pour les RSM-50%. Cette différence devient significative a partir de P19 (p<0.05,
Tukey). A P28, les rats RSM-100% atteignent un poids de 73.5 + 1.7 et les RSM-50% un poids de 66.2 +
1.9 g (p<0.001, Tukey).
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Figure 36 : Effets de la configuration de
la portée sur [I'évolution du poids
corporel de P1 a P28.

Le poids corporel (g) est relevé chaque
jour durant toute Ila durée de
I'immobilisation, de P1 a P28. L’effectif
(n) est indiqué pour chaque groupe.
Résultats exprimés en moyenne + S.E.M.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 RSM-
50% vs. RSM-100% (two-way ANOVA,
suivie d’un test post-hoc de Tukey).

Ainsi, la configuration de portées exerce une influence sur I’évolution du poids corporel des ratons
RSM. En outre, en observant le comportement des femelles, nous avons constaté que certaines méres
dans la configuration 50/50 avaient tendance a faire deux nids séparés et a isoler les animaux RSM.
Par conséquent, pour la suite des expérimentations, les configurations 100% CTRL et 100% RSM ont
été utilisées afin de minimiser le biais introduit par la distinction des ratons CTRL et RSM, mais aussi et

surtout pour le bien-étre des ratons.

Il) Comportement sensorimoteur

A) Développement sensorimoteur (P1 a P28)

L'age d'apparition des principales étapes du développement néonatal est déterminé au moyen de
différents tests sensorimoteurs, effectués quotidiennement a partir de P1 et jusqu’a I'acquisition du
comportement. Les tests sont réalisés a horaires standardisés: entre 9h00 et 11h00 pour le
redressement, la posture, la géotaxie négative et I'évitement de la falaise, et entre 16h00 et 17h00
pour le réflexe de clignement des paupiéres, I'agrippement et le placement. Ces tests sont effectués
dans la piéce d'hébergement ou dans une piéce voisine aménagée dans ce but afin de réduire les
déplacements et le stress occasionné aux animaux. Pour éviter I'hypothermie, les ratons sont testés

sous une lampe chauffante. Certains tests ont été filmés au moyen d’'une caméra (Webcam
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professionnelle C930e, Logitech, 1080p) afin de permettre I'analyse a posteriori de différents
parametres (ex : temps nécessaire a I’animal pour se redresser). Enfin, le matériel utilisé a été adapté
pour assurer le confort des animaux (ex : modification de la surface utilisée pour le test de géotaxie
négative afin d’éviter que les ratons ne glissent).

Un réflexe est considéré comme acquis si I'animal obtient le score maximum sur deux jours

consécutifs. La description des tests ci-dessous est adaptée de Lubics et al., (2005).

Ouverture des yeux (figure 37).
e Score 0: aucune paupiere n'est ouverte.
e Score 1 :une des paupiéres est ouverte.

e Score 2 :les 2 paupieres sont ouvertes.

Figure 37 : Ouverture des yeux.

Clignement des paupiéres. Les paupiéres sont touchées successivement avec |'extrémité arrondie
d'une tige métallique flexible.

e Score0:iln'ya pas de contraction des paupiéres.

e Score 1 :ilya contraction d'une paupiere.

e Score 2 :les deux paupieres se contractent.

Agrippement (figure 38). Une légére pression est appliquée au
niveau de la paume (patte antérieure) ou de la sole plantaire
(patte postérieure) avec une tige métallique. L'agrippement se
caractérise par une flexion des doigts autour de la tige.

e Score 0 : aucune saisie de la tige.

e Score 1:saisie de la tige par une seule patte.

e Score 2 : saisie de la tige par les 2 pattes.

Figure 38 : Agrippement des pattes
antérieures et postérieures.
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Posture (figure 39). L'animal est placé sur une surface non glissante (tapis en silicone) et sa posture
est observée.
e Score 0: le raton ne bouge pas.
e Score 1: le raton présente une
posture immature, qui se traduit par
un étirement de I'abdomen lors des
mouvements et un positionnement
des pattes antérieures et
postérieures  latéralement  par
rapport a I'axe du corps. L'abdomen
reste en contact avec le sol.
e Score 2: la posture est considérée
comme mature lorsque I'animal
peut soulever I'abdomen et que les
pattes antérieures et postérieures
sont positionnées sous le corps et Figure 39 : Posture d’un raton a P1, P6 et P16.

supportent le poids de I'animal.

Placement des pattes postérieures (figure 40). La partie dorsale
du pied est mise en contact avec le bord d'une surface plane tandis
qgue l'animal est maintenu par le tronc en position verticale. Un
réflexe de placement consiste en une flexion de la patte suivie d’'une
extension afin de poser le pied sur la surface.

e Score 0 : réflexe absent.

e Score 1:réflexe présent pour 1 patte.

e Score 2 : réflexe présent pour les 2 pattes.

Figure 40 : Placement des pattes
postérieures.
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Redressement (figure 41). Le raton est placé en position de
décubitus dorsal. Le redressement est réussi (score 1) lorsque le raton
arrive a se retourner pour se retrouver en décubitus ventral. Un
maximum de 15 s est accordé a chaque animal pour atteindre cet
objectif. A posteriori, I'enregistrement vidéo est analysé afin de
déterminer le temps nécessaire a I’animal pour se redresser au cours

. . s Figure 41 : Redressement.
des deux derniers essais validés. g

Evitement de la falaise (figure 42). Le raton est placé au bord d'une surface plane avec les pattes
antérieures et le museau au-dessus du bord.
e Score 0: le raton ne
bouge pas ou tombe.
e Score 1: le raton essaie
de s'éloigner de la falaise.
e Score 2: le raton fait
demi-tour et s'éloigne

complétement du bord  Figure 42 : Evitement de Ia falaise.

de la falaise.
Un maximum de 30s est accordé a chaque raton pour atteindre cet objectif. A posteriori,
I’enregistrement vidéo est analysé afin de déterminer le temps nécessaire a I'animal pour s’éloigner

du bord au cours des deux derniers essais validés.
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Géotaxie négative (figure 43). Le raton est placé la téte vers
le bas sur une plateforme inclinée a 25° recouverte d'un grillage
fin (maille de 4 mm).
e Score 0: le raton ne bouge pas.
e Score 1:le raton se réoriente de telle sorte que la téte
soit vers le haut.
e Score 2 :le raton se retourne et monte pour atteindre le
bord supérieur.
Un maximum de 30 s est accordé a chaque raton pour atteindre
cet objectif. Une fois le test validé par I'animal, une analyse vidéo
est réalisée afin de déterminer le temps nécessaire a I'animal
pour se retourner et grimper au cours des deux derniers essais

validés.

Figure 43 : Géotaxie négative.

B) Comportement sensorimoteur (P28 a P90)

Rotarod. Ce test permet |'évaluation de la coordination motrice. Le dispositif (Panlab — Harvard
Apparitus) est composé d’un cylindre rotatif compartimenté par des disques de séparation,
permettant de réaliser le test sur plusieurs animaux en méme temps. Les animaux sont familiarisés
avec l'appareil (1 min par jour, a une vitesse de 4 tours par minute) pendant 3 jours. Les tests sont
ensuite réalisés une semaine sur deux, de P40 a P60. Le dispositif suit une rampe d’accélération allant
de 4 a 40 tours par minute pendant 3 minutes. Le temps pendant lequel le rat est capable de rester
sur le cylindre en rotation avant de tomber est enregistré. Pour cette étude, le choix a été fait de ne
pas laisser les rats aller au-dela des 3 minutes.

Roue d’activité. Les rats sont placés dans des cages avec un accés libre a une roue d'activité en acier
inoxydable (diametre de la roue : 34 cm, largeur de course : 9 cm) (BIO-ACTIVW-R, Bioseb), qui peut
tourner dans les deux sens. Les animaux y sont placés a raison de 2 nuits/semaine (de 17h a 8h), de
P28 a P90. Les roues sont connectées a un ordinateur et un logiciel (ACTIVW-SOFT, Bioseb) qui permet
de recueillir et d’enregistrer différents parametres (temps total d’activité, distance parcourue...). Pour

notre étude, nous analysons la distance parcourue par chaque rat sur la nuit.
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lll) Prélevement des tissus et liquides corporels

Des prélevements sont réalisés a différents dges : P8, P15, P21 et P28. Aprés anesthésie a

I'isoflurane (induction 3 % dans 1.4 L/min d’air), les animaux regoivent une injection intrapéritonéale
|éthale de T61 (0.3 mL/kg de poids corporel). Le T61 est composé de 3 principes actifs : 'embutramide
(anesthésique général, narcotique et dépresseur respiratoire), le mébézonium (curarisant) et la
tétracaine (anesthésique local). Le liquide cérébrospinal (LCS) est récupéré a I'aide d’une seringue (0.3
mL, 30G, SOL-VET) dans la citerne cérébello-médullaire (ou cisterna magna). Le sang est collecté dans
des tubes héparinés directement par ponction intracardiaque aprées ouverture de la cage thoracique.
Aprés centrifugation des échantillons de sang (4000 rpm, 10 min, 4°C), le plasma est récupéré et stocké
a-20°C. Une perfusion intracardiaque de NaCl 0.9 % est réalisée afin de limiter la détection de l'irisine
présente dans le sang lors des dosages réalisés sur les différents tissus. Apres craniotomie, le cortex
sensorimoteur, le cortex préfrontal, le cervelet, I'hippocampe et le striatum sont prélevés, placés dans
des cryotubes et plongés dans I'azote liquide. Les muscles des pattes postérieures sont prélevés :
soleus (SOL), extensor digitorum longus (EDL), gastrocnemius (GAST) et tibialis anterior (TA). Ceux de
la patte postérieure droite sont directement plongés dans I'azote liquide aprés avoir été placés dans
les cryotubes et serviront aux analyses moléculaires. Les muscles de la patte postérieure gauche sont
immergés a plat dans un bain d’isopentane refroidi pendant 5 min puis placés en cryotubes et plongés
dans I'azote liquide. Ces muscles serviront a I'analyse immunohistochimique. Les échantillons de

muscles et de cerveau, ainsi que le LCS sont conservés a -80°C.

IV) Immunohistochimie

Coupes. Des coupes transversales des muscles (SOL, EDL et TA) de 10 um d’épaisseur sont réalisées a

I'aide d’un cryotome (LEICA CM3050S) a -20°C. Ces coupes sont déposées sur des lames spécialement
traitées pour les coupes de tissus congelés (Lames Superfrost Plus, Thermo Scientific).

Marquages. Les coupes sont entourées a I'aide d’un stylo hydrophobe pour faciliter I'application des
anticorps et bloquées dans une solution a 3 % de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) diluée
dans du PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich), pendant une heure a température ambiante.
Les anticorps primaires (Ac 1), dilués dans une solution de BSA 3 %, sont incubés pendant 1h, a 37°C
(tableau 5). Aprés incubation avec I'Ac |, des ringages sont réalisés au PBS (3 x 10 min). Selon les
combinaisons de marquages fluorescents souhaitées, les anticorps secondaires (Ac Il), dilués dans du
PBS, sont alors incubés pendant 30 min, a I'obscurité et a 37°C (tableau 5). Apres ringage au PBS (3 x
10 min), le montage entre lame et lamelle est réalisé a I'aide d’'un milieu de montage (Prolong Gold

Antifade Mountant, Invitrogen). Les lames sont stockées a 4°C.
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Observations et analyses. Les coupes sont observées avec un microscope a fluorescence inversé
(LEICA DMI8, objectif x20). Les temps d’exposition sont ajustés en fonction des Ac | et Il utilisés. La
surface des fibres (marquage laminine) est analysée a I'aide de l'algorithme d’analyse Cellpose

(https://www.cellpose.org/), sur une machine virtuelle. Ce logiciel génére un « masque » qui permet

de segmenter I'image et d’isoler les différentes fibres musculaires. Puis, le logiciel d’analyse d'image
Fiji/imagel couplé au plug-in LabelsToROIs est utilisé afin de déterminer la surface de chacune des

fibres au sein des muscles.

A DORP DR AIR

Dilution dans la BSA 3% Source / Isotype Référence
Laminine 1:100 Rabbit / 1gG L9393 (Sigma Aldrich)
Fibre type | 1:100 / 1:200* Mouse / 1gG2b BA-D5 (DSHB)
Fibre type 1A 1:100 / 1:200* Mouse / IgG1 SC-71 (DSHB)
Fibre type 1B 1:100 Mouse / IgM BF-F3 (DSHB)
FNDC5 1:200 Rabbit / 1gG Ab174833 (Abcam)
A ORP ONDAIR
Dilution dans le PBS Source / Cible Référence
Anti-Rabbit Alexa 405 1:250 Goat / Rabbit IgG A31556 (Invitrogen)
Anti-Rabbit Alexa 488 1:250 Goat / Rabbit IgG A11008 (Invitrogen)
Anti-Mouse Alexa 488 1:250 Goat / Mouse IgG1 BLE406625 (OZYME)
Anti-Mouse Alexa 555 1:250 Goat / Mouse IgM 1021-32 (CliniSciences)
Anti-Mouse Alexa 647 1:250 Goat / Mouse IgG2b | 1090-31 (CliniSciences)

Tableau 5 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les marquages immunohistochimiques
des coupes de muscles.
* :dans le cas des co-marquages avec FNDC5, les anticorps primaires sont dilués au 1/200.

V) Analyses moléculaires

A) Extraction protéigue

Les muscles sont placés dans une enceinte métallique entourée de carboglace, puis recouverts
d’un cylindre. Ce dernier est percuté avec un marteau afin d’assurer un broyage mécanique et
d’obtenir une poudre du tissu musculaire.

Les échantillons (muscle ou cerveau) sont pesés et 10 a 30 mg de tissus (selon I’échantillon) sont
introduits dans un tampon de solubilisation RIPA (Tris/HCl 10mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1mM,
T-X100 1 %, Sodium désoxycholate 0.5 %, SDS 0.1 %) contenant un cocktail d’anti-protéases (EDTA free
protease inhibitor cocktail, cat#t 11873580001, Roche) et d’anti-phosphatases (PhosStop, cat#
04906837001, Roche), selon 10 pL de tampon / mg de tissu. Une sonication est ensuite réalisée sur

I’ensemble des lysats cellulaires avant homogénéisation pendant 1h, a 4°C et sous agitation lente.
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Aprés centrifugation (13 000 rpm, 10 min, 4°C), les surnageants (fractions protéiques solubilisées des

tissus) sont collectés et stockés a -20°C avant le dosage protéique.

B) Dosage protéigue de Bradford

Afin de déterminer les concentrations en protéines de nos échantillons, un dosage de Bradford est
réalisé. Il s’agit d’'un dosage colorimétrique basé sur une analyse des densités optiques obtenues par
la réaction du bleu de Coomassie, dont la couleur change (du rouge au bleu) proportionnellement a la
guantité de protéines présente. Une gamme étalon de quantités connues d’albumine sérique bovine
(0 a 20 mg/mL) est réalisée. Le dosage de chaque échantillon est effectué en duplicat afin de limiter
les erreurs de mesure. Aprés ajout du réactif (Protein Assay Dye Reagant Concentrate, cat##50000086,
Biorad), les échantillons ainsi que la gamme étalon sont incubés 10 min, a température ambiante et a
I’obscurité. Aprés incubation, 200 pL de solution (gamme étalon et échantillons) sont ajoutés dans les
puits d’'une plaque 96 puits et I'absorbance est mesurée a la longueur d’onde de 595 nm a I'aide d’un
spectrophotometre (SpectraMax M2, Molecular Devices). La densité optique de chaque échantillon

est comparée a la gamme étalon afin d’en déterminer la concentration en protéines.

C) SDS-PAGE et Western blot

Les fractions protéiques solubilisées des tissus sont diluées dans un tampon Laemmli (Tris/HCI| 62.5
mM pH 6.8, glycérol 10 %, SDS 2 %, B-mercaptoéthanol 5 %, bleu de bromophénol 0.02 %) et

dénaturées a 95°C pendant 10 min.

SDS-PAGE. La migration des échantillons s’effectue sur des gels de polyacrylamide (Criterion TGX
Stain Free, Any kD, 18 well, cat#5678124, Biorad). 20 pg d’échantillon sont déposés dans chaque puits.
La migration des protéines est réalisée dans un tampon composé de Tris base 25 mM, glycine 190 mM
et SDS 0.1 % en appliquant un voltage constant de 280 V. Une fois la migration terminée, le gel est
placé dans un imageur (ChemiDoc MP, Biorad). Les gels TGX ont la particularité d’étre constitués d’un
composé se liant de maniere covalente aux résidus tryptophane des protéines. En réalisant une
activation aux UV, les protéines présentes dans le gel émettent un signal fluorescent détectable
immédiatement par I'imageur sans coloration (technologie Stain-Free). Les profils protéiques globaux

sont utilisés pour standardiser les résultats obtenus a la suite des western blots.
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Western blot. Pour les échantillons de muscle, le transfert des protéines est réalisé sur une
membrane de nitrocellulose 0.2 um (Trans-Blot® TurboTM RTA Midi Nitrocellulose Transfer Kit,
cat#1704271, Biorad). Le transfert s’effectue avec un voltage constant de 25 V pendant 10 min dans
un Transblot Turbo Transfer System (cat# 1704150, Biorad). L’efficacité du transfert est alors évaluée
par I'acquisition du signal de I'ensemble des protéines a I'imageur (BioRad ChemiDocTM MP).

Pour les échantillons de cerveau, le transfert des protéines est réalisé sur une membrane de
polyfluorure de vinylidéne 0.2 um (Immun-Blot® PVDF Membrane, cat#1620175, Biorad). Le transfert
s’effectue dans un tampon composé de NaHCO; 10 mM, Na,CO3; 3 mM, méthanol 20 % en appliquant
un ampérage constant de 200 mA pendant 2 h, sous agitation et dans une cuve reliée a un systeme de
refroidissement. L’efficacité du transfert est alors évaluée par I'acquisition du signal de I'ensemble des
protéines a I'imageur (BioRad ChemiDocTM MP).

Aprés transfert, la membrane est lavée dans du TBS-Tween (15 mM Tris/HCI, pH 7.6 ; 140 mM
NaCl ; Tween-20 0.05 %) puis mise a incuber dans une solution de saturation composée de lait écrémé
en poudre 5 % dans le TBS-Tween 0.05 %, pendant 1 h, a température ambiante. Une fois saturée, la
membrane est incubée avec I'Ac | (dilué dans le lait 5 %) pendant une nuit, a 4°C, sous agitation
(tableau 6). Les conditions de saturation et d’incubation des anticorps (dilution, durée, température)
ont été optimisées pour chaque anticorps. Le lendemain, la membrane est lavée au TBS-Tween 0.05 %,
3x 10 min sous agitation. L'Ac Il (rabbit-HRP, dilué dans le lait 5 %) est incubé pendant 2 h, a
température ambiante, sous agitation. Enfin, la membrane est de nouveau lavée au TBS-Tween 0.05 %,

3 x 10 min sous agitation.

A ORPS PRIMAIR ONDAIR
Anticorps primaire Dilution dans le lait 5% Référence
FNDC5 1:1000 ab174833 (abcam)
Cathepsine B 1:1000 ab214428 (abcam)
BDNF 1:3000 ab108319 (abcam)
Anticorps secondaire Dilution dans le lait 5% Référence
HRP anti Rabbit 1:2000 7074 (Cell Signaling Technology)

Tableau 6 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les Western Blot.

Révélation. La membrane est incubée pendant 5 min, a I'obscurité, dans le réactif ECL (ClarityTM
Western ECL Substrate, cat##1705061, BioRad). L’acquisition du signal chemiluminescent est réalisée
avec I'imageur Chemidoc MP. Les signaux obtenus sont analysés et quantifiés a I'aide du logiciel Image
Lab (Biorad). Pour chaque échantillon, les valeurs de densité des signaux sont normalisées a la densité

globale du profil protéique obtenue sur I'image du Stain-Free (protéome total).
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D) ELISA

Les concentrations d'irisine dans le sang et dans le LCS sont analysées a |'aide de dosages immuno-
enzymatiques (ELISA). Un kit ELISA est utilisé (EK-067-29, Phoenix Pharmaceuticals) en suivant les
instructions du fabricant. L'immunoplaque est pré-incubée avec un anticorps secondaire, pouvant se
lier au fragment Fc (fragment cristallisable, capable d’interagir avec les cellules et les molécules
effectrices) de I'anticorps primaire (Ac I). Une gamme étalon de concentration croissante d’irisine est
préparée. Apres ajout de I’Ac |, les solutions de la gamme étalon ainsi que les échantillons sont ajoutés
dans les puits. Enfin, le peptide biotinylé est ajouté. Le fragment Fab (fragment antigen binding,
capable de fixer I'antigene) de I’Ac | pourra se lier de maniére compétitive a la fois au peptide biotinylé
et a l'irisine présente dans I’échantillon et la gamme étalon. La streptavidine conjuguée a I'enzyme de
peroxydase de raifort (SA-HRP) est incubée et interagit avec le peptide biotinylé. Enfin, le substrat est
ajouté et catalysé par ce complexe peptide biotinylé/SA-HRP, entrainant un changement de couleur.
Ce changement de couleur est directement proportionnel a la quantité de peptide biotinylé mais
inversement proportionnel a la quantité d’irisine. L'absorbance est mesurée a 450 nm. La
concentration en irisine de chaque échantillon est déterminée grace a son absorbance et a la courbe

d’ajustement de la gamme étalon.

VI) Statistiques

Les statistiques sont réalisées avec le logiciel Prism 8 (Graphpad Software, San Diego, Etats-Unis).

Les résultats graphiques sont présentés sous forme de moyennes affectées de I'écart standard a la
moyenne (SEM). La normalité des données a été déterminée avec le test de Shapiro-Wilk. L’effectif (n)
pour chaque groupe ainsi que les tests statistiques sont précisés dans les légendes des figures. Les
valeurs aberrantes (+ 2 x SD) ont été supprimées. Les valeurs de P <0.05 sont considérées comme

statistiguement significatives.
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Ftude 1: Conséquences d’une situation de
restriction sensorimotrice sur les parametres
morphologiques

Principaux résultats de I'étude 1

Une situation de restriction sensorimotrice induit :

e Une diminution du poids corporel

e Une atrophie des muscles des pattes postérieures
(diminution du poids du muscle ainsi que de la surface des fibres).

1) Introduction

Des travaux antérieurs se sont intéressés aux conséquences d’une situation de RSM sur les

parameétres morphologiques : poids corporel, poids des muscles des pattes postérieures, surface des
fibres musculaires... Ainsi, il a été démontré qu’une situation de RSM entraine un retard de croissance
reflété par une diminution du poids corporel des animaux RSM par rapport aux animaux CTRL des P15
et jusqu’a P28 (Canu et al., 2022; Delcour et al., 2018a). Une atrophie du SOL, caractérisée par une
diminution du poids du muscle ainsi que de la surface des fibres musculaires, est observée a P28 et
P60 pour les animaux RSM (Canu et al., 2022). Deux mois apres arrét de la restriction, une réduction
de la largeur, de la circonférence et de la longueur du muscle ainsi qu’une diminution de la surface
des fibres musculaires est observée dans les muscles GAST des animaux RSM (Delcour et al., 2018a).
Ainsi, peu de données sont disponibles sur les parametres morphologiques des muscles (poids
et surface des fibres) au cours de la RSM. L'objectif de cette premiere étude est d’étudier les
conséquences de la RSM sur ces parametres a différents ages au cours de la RSM : P8, P15, P21 et P28.
Cette étude est réalisée sur différents muscles des pattes postérieures : le muscle lent postural soleus
(SOL) et les muscles rapides extensor digitorum longus (EDL), tibialis anterior (TA) et gastrocnemius

(GAST).
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Il) Matériel et méthodes

Cette étude est réalisée sur 90 ratons CTRL et 86 ratons RSM. Le poids

corporel des animaux est relevé quotidiennement de P1 a P28. Aprés
euthanasie, les muscles des pattes postérieures (SOL, EDL, TA et GAST) (figure
44) sont prélevés aux quatre périodes d’intérét, pesés et congelés. Des coupes
transversales (10 um d’épaisseur) sont réalisées pour les muscles a P15 et P28
et sont incubées avec un anticorps spécifique, dirigé contre la laminine
(protéine de la lame basale). Les coupes sont observées avec un microscope a
fluorescence inversé et les images sont ensuite analysées afin de déterminer

la surface des fibres. (Voir Matériel et Méthodes, IV) Immunohistochimie).
Figure 44 : Muscles des pattes

postérieures chez le rat.

lll) Résultats

A) Poids corporel

Le poids corporel a été relevé tous les jours de P1 a P28 (figure 45). A la naissance, le poids corporel
des ratons est de 6.5 £ 0.1 g. Les ratons RSM montrent un retard de croissance qui devient significatif
a P14 pour les males (p<0.05, Sidak) et P12 pour les femelles (p<0.05, Sidak). A P28, le poids corporel
des ratons RSM est plus faible que celui des ratons CTRL aussi bien pour les males (-22%, p<0.001,
Sidak) que les femelles (-28% ; p<0.001, Sidak). Pour les 2 groupes, aucune différence significative n’est

observée entre males et femelles, quel que soit I'dge.

Figure 45 : Impact d’une situation de RSM sur I’évolution du poids corporel (g) de P1 a P28.

Le poids corporel est relevé chaque jour durant toute la durée de I'immobilisation, de P1 a P28. L’effectif
(n) est indiqué pour chaque groupe et chaque sexe. Résultats exprimés en moyenne + S.E.M. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 vs. CTRL (two-way ANOVA, test post-hoc de Sidak)
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B) Poids des muscles

Le rapport poids du muscle (mg)/poids corporel (g) est utilisé comme indicateur de I'atrophie
musculaire (figure 46). Pour les 2 groupes, le rapport ne différe pas selon le sexe, les données ont donc
été cumulées (males + femelles).

Une diminution du rapport poids du muscle/poids corporel est observée dans le SOL des rats RSM
[effet GROUPE : F (1, 168) = 187.9, p<0.0001]. Cette atrophie du SOL est retrouvée a partir de P8
(-28%, p<0.01) et augmente avec le temps (P15 : -32 %, p<0.001 ; P21 : -36 %, p<0.001 ; P28 : -39%,
p<0.001). Un effet GROUPE est également observé dans les autres muscles des pattes postérieures :
EDL [F (1,168) = 22.2, p<0.0001], TA [F (1,168) = 15.6 p<0.001] et GAST [F (1,167) = 151.3 p<0.001].
Néanmoins, la différence entre CTRL et RSM est moins prononcée dans ces muscles comparativement
au SOL. Elle n’est significative qu’a P21 pour I'EDL (-21%, p<0.001) et a P21 et P28 pour le TA (-11%,
p<0.01; -13%, p<0.001) et le GAST (-27%, p<0.001 ; -21%, p<0.001).

Figure 46 : Impact d’une situation de RSM sur le poids des muscles des pattes postérieures a différents dges.

Le poids des muscles SOL, EDL, TA et GAST est relevé a P8, P15, P21 et P28 et rapporté au poids corporel des animaux.
L’effectif (n) est indiqué pour chaque groupe et chaque muscle. Résultats exprimés en moyenne + S.E.M. **p<0.01,
***p<0.001 vs. CTRL (two-way ANOVA, test post-hoc de Sidak)
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C) Surface des fibres musculaires

La surface des fibres musculaires a été analysée dans les muscles SOL, EDL et TA a P15 et P28 grace
au marquage de la laminine par immunohistochimie. A P15, les analyses x2 montrent que la surface des
fibres musculaires du SOL est plus faible pour le groupe RSM (figure 47). En effet, pour le groupe RSM,
50% des fibres présentent une surface <300 pm?, avec une surface moyenne de 239 + 21 pm?. Cette
surface est en moyenne de 379 + 34 um? pour le groupe CTRL (30% des fibres présentent une surface
<300 um?). Au méme age, il n’y a pas de différence significative entre CTRL et RSM dans la répartition
des tailles de fibres musculaires de I'EDL (surface moyenne CTRL = 248 + 17 um?, RSM = 225 + 22 um?)
et du TA (surface moyenne CTRL = 313 + 29 pm?, RSM = 290 + 33 um?).

Figure 47 : Impact d’une situation de RSM sur la surface
des fibres des muscles des pattes postérieures a P15.

La surface des fibres musculaires (en um?) a été
analysée pour les muscles SOL, EDL et TA des animaux
CTRL et RSM a P15. Les données sont représentées sous
forme d’histogrammes superposés présentant la
distribution (en fréquence) des surfaces des fibres
musculaires (intervalles de 100 um?). L’effectif (n) est
indiqué pour chaque groupe, chaque muscle. (Test x2)
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Les analyses 2 montrent que la surface des fibres musculaires du SOL est également plus faible
pour le groupe RSM a P28 (figure 48). La surface moyenne est d’environ 597 + 19 um? pour le groupe
RSM (50% des fibres <700 pm?) contre 924 + 32 um? pour le groupe CTRL (25% des fibres <700 um?).
Comme a P15, il n’y a pas de différence significative entre CTRL et RSM dans la répartition des tailles
de fibres musculaires de I'EDL (surface moyenne CTRL = 670 + 17 um?, RSM = 630 + 17 um2) et du TA
(surface moyenne CTRL = 822 + 18 um?, RSM = 876 + 20 pm?).

Figure 48 : Impact d’une situation de RSM sur la surface
des fibres des muscles des pattes postérieures a P28.
La surface des fibres musculaires (en um?) a été analysée
pour les muscles SOL, EDL et TA des animaux CTRL et
RSM a P28. Les données sont représentées sous forme
d’histogrammes superposés présentant la distribution
(en fréquence) des surfaces des fibres musculaires
(intervalles de 100 um?). L’effectif (n) est indiqué pour
chaque groupe, chaque muscle. (Test x2)
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IV) Conclusion

En conclusion, nos résultats en accord avec les résultats obtenus par d’autres auteurs (Canu et

al., 2022; Delcour et al., 2018a), nos analyses confirment une diminution du poids corporel chez les
animaux RSM ainsi qu’une atrophie du SOL. Le rapport poids du muscle/poids corporel est
significativement plus faible pour le SOL des animaux RSM dés P8. Cependant, notre étude démontre
que l'atrophie musculaire ne touche pas uniquement le SOL, mais d’autres muscles des pattes
postérieurs (EDL, TA et GAST) dont le rapport poids du muscle/poids corporel devient significativement
différent entre CTRL et RSM a partir de P21. Les analyses de la surface des fibres musculaires montrent
également que la RSM impacte de fagon plus importante le muscle SOL puisqu’une différence dans la
répartition des fibres est observée uniquement dans le SOL a P15 et P28, sans différence significative

pour 'EDL et le TA.

128



Résultats — Etude 2

Ftude 2: Conséquences d’une situation de
restriction sensorimotrice sur l’acquisition des
réflexes neurodéveloppementaux

Principaux résultats de I’étude 2

- Une situation de restriction sensorimotrice induit :

e Un retard du développement moteur.
e Un retard dans I'apparition des principaux réflexes neurodéveloppementaux.

- La souche animale influence I'apparition des réflexes neurodéveloppementaux.

1) Introduction

Des travaux antérieurs ont montré que la RSM a des conséquences déléteres sur la fonction

sensorimotrice. De fagon intéressante, certains effets persistent a long terme, méme lorsque la
situation de RSM est levée et que les jeunes rats peuvent retrouver des niveaux normaux d’activité
(Canu et al., 2022; Delcour et al., 2018b, 2018a). Cela suggére que les premieres semaines postnatales
sont essentielles pour la mise en place des réseaux neuronaux impliqués dans les fonctions
sensorimotrices.

L’acquisition d’une fonction sensorimotrice adaptée nécessite le développement du systéeme
musculaire, d’'une commande motrice efficace, d’'un retour somatosensoriel adéquat ainsi que de la
maturation du systeme vestibulaire (Jamon, 2006). Ces étapes ont lieu durant les premiéres semaines
de la vie, périodes critiques dans le développement et la maturation du systéme neuromusculaire, et
sont sous l'influence des conditions environnementales. Ainsi, une expérience sensorimotrice
anormale/atypique ainsi que de faibles interactions avec I'environnement risquent d’affecter le
développement neurologique et comportemental.

Il existe de nombreux tests permettant d’évaluer les réflexes neurodéveloppementaux. Ces
tests représentent des indicateurs fiables du développement neurologique et comportemental (Fox,
1965). lls permettent de mettre en évidence la maturation des réseaux corticaux et spinaux
(myélinisation, synaptogenése..) nécessaire a I'apparition des réflexes. Ces réflexes
neurodéveloppementaux comprennent le clignement, I'agrippement des membres antérieurs et
postérieurs, la réaction de placement des membres postérieurs, le redressement, la géotaxie négative
ou encore |'évitement de la falaise. Ces différents réflexes sont le reflet de réseaux neuronaux

complexes et dépendent, pour la plupart, de la maturation du systeme postural.
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L’objectif de cette premiére étude est d’analyser le développement des ratons de P1 a P28
et de déterminer si la RSM affecte I’ontogenése postnatale précoce. Le développement du systeme
nerveux est ainsi étudié a travers la détermination de ’dge d’apparition des principaux réflexes
neurodéveloppementaux cités précédemment. Notre hypothése est la suivante : la situation de RSM
perturberait la mise en place des réseaux sensorimoteurs, reflétée par un retard dans I'acquisition
des réflexes neurodéveloppementaux. Ces altérations de la fonction sensorimotrice seraient, au
moins en partie, responsables des conséquences déléteres de la RSM sur le systeme

neuromusculaire.

Il) Matériel et méthodes

Cette étude est réalisée sur 40 ratons CTRL et 70 ratons RSM. Les tests sensorimoteurs sont réalisés

chaque jour jusqu’a I'acquisition du réflexe. Un réflexe est considéré comme acquis si I'animal obtient
le score maximum sur deux jours consécutifs. (Voir Matériel et Méthodes, II) A) Développement

sensorimoteur (P1 a P28)).

lll) Principaux résultats

Cette étude a montré que :

(1) La RSM induit un retard du développement moteur, illustré par un retard de plusieurs jours
dans I'acquisition d’'une posture mature.

(2) La RSM induit un retard dans I'acquisition de plusieurs réflexes : agrippement des membres
postérieurs, redressement, placement des membres postérieurs, évitement de la falaise et
géotaxie négative.

(3) Plus les tests neurodéveloppementaux sont validés tardivement, plus le retard est important
pour les animaux RSM.

(4) Méme quand le réflexe est acquis, la RSM entraine une altération de la performance (temps

accru pour valider le test).
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IV) Conclusion

Ces résultats suggerent que la RSM a des conséquences dans les premiers stades de

développement et que les premiéres semaines postnatales sont essentielles pour I'intégration des
entrées sensorielles et la maturation des réflexes. Chez les ratons RSM, la perturbation sensorimotrice
altérerait la structuration et la maturation du SN, ce qui entrainerait des retards dans I'apparition des
réflexes neurodéveloppementaux étudiés. Il est important de souligner que ce retard de maturation
apparait alors que le protocole de RSM n’est pas appliqué constamment dans une journée, les ratons
pouvant se déplacer librement 8h par jour. Toutefois, durant cette période d’activité, les rats
présentent des mouvements atypiques (par exemple la marche en équin, (Delcour et al., 2018a). Ainsi,
nos résultats renforcent I'idée que la qualité du retour sensoriel proprioceptif est aussi importante que
la quantité d’activité motrice pour permettre un développement optimal de la fonction motrice. Cette
étude permet une meilleure compréhension des mécanismes mis en place dans le cadre de
I’hypoactivité et pourrait permettre d’offrir, a terme, des perspectives thérapeutiques pour favoriser
I'acquisition de performances motrices efficaces chez les enfants atteints de troubles

développementaux de la coordination
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V) Article

Early movement restriction affects the acquisition of neurodevelopmental reflexes in

rat pups.

Dupuis, O., Van Gaever, M., Montel, V., Dereumetz, J., Coq, J. O., Canu, M. H., & Dupont,
E. (2024). Early movement restriction affects the acquisition of neurodevelopmental
reflexes in rat pups. Brain research, 1828, 148773.
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2024.148773
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ABSTRACT
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Childhood is a period of construction of the organism, during which interactions with the environment and
regular physical activity are necessary for the maturation of the neuronal networks. An atypical sensorimotor
activity during childhood (due to bed-rest or neurodevelopmental disorders) impacts the development of the
neuromuscular system. A model of sensorimotor restriction (SMR) developed in rats has shown that casting pups’
hind limbs from postnatal day 1 (P1) to P28 induced a severe perturbation of motor behavior, due to muscle
weakness as well as disturbances within the central nervous system. In the present study, our objective was to
determine whether SMR affects the early postnatal ontogenesis. We explored the neuromuscular development
through the determination of the age for achievement of the main neurodevelopmental reflexes, which represent
reliable indicators of neurological and behavioral development. We also evaluated the maturation of postural
control. Our results demonstrate that SMR induces a delay in the motor development, illustrated by a several
days delay in the acquisition of a mature posture and in the acquisition reflexes: hind limb grasping, righting,
hind limb placing, cliff avoidance, negative geotaxis. In conclusion, impaired physical activity and low in-

teractions with environment during early development result in altered maturation of the nervous system.

1. Introduction

Childhood is a period of organism construction, subject to environ-
mental influences, and it is now well established that physical activity,
interactions with the environment and social interactions are necessary
for a typical and harmonious maturation of the organization and func-
tions of the central nervous system (Luhmann et al., 2016). Being
physically active early in life has structural consequences on the brain
(Valkenborghs et al., 2019), reduces the risk of dementia and preserves
cognitive functions later in life (Hotting and Roder, 2013). Therefore,
the durations of physical activity recommended by the World Health
Organization are much longer during the first years of life compared to
adulthood. However, many children do not meet these recommenda-
tions, which puts their current and future health at risk. Indeed, the
earlier the lack of physical activity occurs, the greater the risk of the
emergence of various pathologies in adulthood (Booth et al., 2012).
Beyond the sedentary lifestyle, hypoactivity might be the consequence

of accidents or illnesses requiring prolonged bed rest. In addition,
reduction in physical activity and low interaction with the environment
is a common observation in children that display developmental coor-
dination disorder (Paquet et al., 2019; Vaivre-Douret et al., 2016).
Developmental coordination disorder, which concerns about 5-6 % of
age-school children (WHO, 2023), is a neurodevelopmental disorder
corresponding mainly to motor impairment ranging from gross to fine
skill deficits that interfere with daily social and academic activities.
Developmental coordination disorder generates an abnormal/atypical
sensorimotor experience and low interactions with the environment that
impact the entire sensorimotor pathway. Due to the existence of close
relationships between muscle and central nervous system, sensorimotor
restriction generates an atypical sensory input that affects the somato-
sensory pathway. In return, motor command is altered, which affects
muscle properties (Canu et al., 2019). Thus, brain and muscle commu-
nicate through a deleterious, self-sustaining cycle: abnormal movements
would affect the immature nervous system, which would have

Abbreviations: BW, body weight; CRTL, control; MWW, muscle wet weight; SMR, sensorimotor restriction.
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consequences on the muscular system and would reinforce the produc-
tion of abnormal movements (Canu et al., 2019; Coq et al., 2020).

In rodents, the central nervous system is very immature at birth and
physical activity is essential for its maturation. The latter triggers pro-
cesses facilitating neuroplasticity such as neurogenesis, synaptogenesis,
and angiogenesis (Hotting and Roder, 2013). During typical develop-
ment, the repertoire of general movements in limbs becomes more
complex with age until fluid, precise and increasingly complex move-
ments are acquired (Hadders-Algra, 2018). The increased variation and
complexity of these general movements allows the development and
refinement of the sensorimotor networks. The acquisition of an adequate
sensorimotor function requires the development of muscle system to
ensure the support of the body weight, an efficient motor command, the
maturation of vestibular system for equilibrium and of somatosensory
feedback as well (Jamon, 2006). All these steps take place in the first
weeks of life and changes in the activity or environmental conditions at
this period, for instance by immobilization or exposure to hyper- or
hypogravity, has irreversible effects, supporting the existence of critical
periods in the neuromuscular development (Jamon, 2006; Visco et al.,
2024; Walton et al., 1992). In the same way, early movement depriva-
tion has deleterious consequences. The sensorimotor restriction model
(SMR) consists of immobilizing pup hind limbs from postnatal day 1 (P1)
to P28 (Coq et al., 2008; Strata et al., 2004). Briefly, SMR induces a
muscle atrophy characterized by a reduction in fiber surface, loss of
strength, persistence of neonatal and fast myosin heavy chain isoform to
the detriment of the slow one; hyperreflexia of the lumbar spinal cord;
cortical disorganization with reduction of cortical representation maps
of the hind limb in both sensory and motor cortex and cortical hyper-
excitability; alteration in sensorimotor tasks such as rotarod or loco-
motion in juvenile or adult rats (Canu et al., 2022; Coq et al., 2020;
Delcour et al., 2018a; Delcour et al., 2018b).

In the present paper, our objective was to determine whether SMR
affects the early postnatal reflex ontogeny. To that purpose, we used a
series of tests to assess neurodevelopmental reflexes and determine the
age of achievement of developmental milestones. These tests represent
reliable indicators of neurological and behavioral development and can
be used to highlight the reflexes of the spinal cord as well as the
maturation of the cortical networks (myelination, synaptogenesis, etc.)
(Fox, 1965; Nguyen et al., 2017; Visco et al., 2024). Neuro-
developmental reflexes include eyelid reflex, fore limb/hind limb
grasping, hind limb placing, righting, negative geotaxis and cliff
avoidance. We also evaluated the maturation of postural control. Our
results demonstrate that a SMR situation induces a delay in the acqui-
sition of the main neurodevelopmental parameters.

2. Results

Statistical analysis (Supplementary Table 1) revealed no effect of
Sex. In addition, it highlights a Day effect for all tests except fore limb
grasping (which was validated as soon as P2 for most rats). In conse-
quence, both sexes will be pooled in the result description and we will
focus on the Group effect.

2.1. General developmental observation

At birth, litters were randomly assigned to the CTRL or SMR groups.
The body weight (BW) of pups was 6.50 + 0.08 g and 6.45 + 0.13 g in
CTRL and SMR groups, respectively (t-test: ns) (Fig. 1A). At P28, BW
increased to 91.49 + 1.38 g and 68.50 + 1.58 g for the CTRL and SMR
groups, respectively. Compared to controls, SMR pups thus showed a
growth retardation that reached —25 % at P28 (Group effect: $=-5.511;
p < 0.001).

A previous study has provided evidence for a muscle atrophy at P28
(Canu et al., 2022). Thus, in a series of rats, we assessed whether soleus
muscle was atrophied as soon as P8, and then at P15, P21 and P28. We
observed a strong decrease in muscle wet weight (MWW) in SMR rats
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Fig. 1. Morphological parameters. A. Growth curve over time. Body weight
was recorded daily from P1 to P28 for CTRL (n = 20) and SMR (n = 20) ani-
mals. Values are mean + SD. P6: p < 0.05; P7: p < 0.01; P8 to P28: p < 0.001,
with respect to CTRL. B. Muscle wet weight / Body weight ratio for soleus
muscle at P8, P15, P21 and P28. Muscles were sampled in 20 CTRL and 20 SMR
at each age. Values are mean + SEM. **: p < 0.01, ***: p < 0.001 with respect
to CTRL.

(Group effect: e = -8.425; p < 0.001). When MWW was normalized to
BW (Fig. 1B), a Group effect was still detected (e = —0.115; p < 0.001).
The difference was significant at P8 (—27 %, t = 4.035, p < 0.001) and
become more pronounced over time (P15: -32 %, t = 4.576, p < 0.001;
P21: —36 %, t = 8.779, p < 0.001; P28: —39 %, t = 9.919, p < 0.001),
indicating that SMR rats displayed a severe atrophy of soleus muscle,
that cannot be attributed to the lower BW.

Eye opening began at P13 for CTRL whereas it began as soon as P11
for SMR pups (Fig. 2, Table 1). The difference tended to be significant
(Group effect: e = +0.920, p = 0.063). However, all CTRL and SMR rats
had both eyes opened at P15.

2.2. Effect of SMR on postural development

We first evaluated the postural development of pups, i.e. whether
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Fig. 2. Eye opening. A. Photograph showing eye opening evolution on CTRL
pups. Score 0 corresponds to no eyelid opened (P10), 1 to one eyelid opened
(P13) and 2 to both eyelids opened (P15). B. Mean score from P10 to P16
obtained in 20 CTRL and 20 SMR animals. Values are mean + SEM. *: p < 0.05
with respect to CTRL.

Table 1

Postnatal day of maturation of postural development and neurodevelopmental
reflexes. The day of validation is presented as median (min-max). Statistical
comparison was carried out using Mann-Whitney test. * p < 0.05; ** p < 0.01;
**% p < 0.001.

Measure CTRL SMR
Eye opening 15 (13-15) 14 (11-15) *
Posture 14 (11-15) 18 (15-20) ***

Neurodevelopmental reflexes

Fore limb grasping 2 (2-2) 2 (2-4)

Hind limb grasping 4 (2-8) 5(2-10) **
Hind limb placing 5 (2-9) 3.5 (2-10) ***
Surface righting reflex 2(2-6) 2(2-8)

Cliff avoidance 3(2-6) 6 (2-10) *
Negative geotaxis 12 (5-13) 17 (11-20)
Eyelid reflex 2 (2-3) 2 (2-4)

they can extend their limbs to lift the abdomen from the surface and
exhibit locomotor movements. We observed two main phases in postural
support acquisition (Fig. 3). First, CTRL rats evolved from a score of 0 (i.
e. no movement) to 1 (crawling without pelvis elevation) from P1 to P3.
At P4, the crawling step was acquired for 100 % of CTRL animals. The
second phase extended from P11 to P14 where pups progressively
reached the maximum score of 2, corresponding to a mature posture
with limb support. In SMR rats, acquisition of postural control was
delayed (8 = —1.309, p < 0.001). The first phase was prolonged until P8
whereas the second phase began at P15 and lasted until P20. In
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particular, we observed that hind limbs were frequently extended, lying
passively with dorsal paw in contact with the floor, i.e. without plantar
placement. Mature bilateral plantar placement occurred later in SMR
rats. Thus, the mean score reached a maximum value of 2.0 + 0.0 for
CTRL rats at P15 whereas it was only 1.2 &+ 0.1 (p < 0.001) for SMR rats
at this age (Supplementary material, Fig. S1-A). In summary, the
acquisition of crawling (first phase) and of limb support (second phase)
were delayed by 4 and 5 days respectively for SMR.

2.3. Effect of SMR on neurodevelopmental reflexes

2.3.1. Grasping

Most rats exhibited the grasping reflex with one or two fore limbs
very early since all CTRL rats obtained the maximum score at P2 (data
not shown) while SMR rats completed the test at P4 (Supplementary
material, Fig. S1-B). The difference was not significant.

Achievement of hind limb grasping reflex appeared later (Fig. 4). At
P2, the reflex was acquired for both hind limbs in 15 % of CTRL rats vs.
only 5 % of SMR ones and the mean score (Supplementary material,
Fig. S1-C) was significantly lower by 41 % for SMR pups. At P4, 74 % of
CTRL animals obtained a score of 2 (mean score: 1.75 + 0.07) against
49 % for SMR (mean score: 1.35 + 0.12, p < 0.05). SMR group totally
validating this test with a 2-day delay (P10 vs. P8). However, statistical
analysis revealed no difference between groups (Group effect for mean
score: $=-0.490; p = 0.537).

2.3.2. Hind limb placing

The back of the foot was touched with the edge of a flat surface while
the animal was suspended by the torso (Fig. 5A). A correct placing reflex
corresponds to a paw withdrawal followed by contact on the surface
after the dorsal face has been put in contact with the edge of that surface.
A response was detected at P2 for a few CTRL rats. It consisted mainly of
a paw withdrawal, without paw placement. However, 5 % of CRTL and
2 % of SMR rats exhibited a correct placing reaction as soon as P2
(Fig. 5B). The mean score at P2 was then 0.27 + 0.09 and 0.19 + 0.1 in
CTRL and SMR groups, respectively (n.s.) (Supplementary material,
Fig. S1-D). In CTRL rats, the evolution of scores over time followed a
sigmoid curve to reach a maximum value at P9. Multiple linear regres-
sion model showed no Group effect (3 = 0.017, p = 0.970). However, in
SMR rats, the score increased very strongly from P2 to P3: at P3, SMR
animals have a significantly higher mean score than CTRL (4214 %, p <
0.001). At P4, the mean score of SMR group was still significantly higher
(+75 %, p < 0.05), with 60 % of SMR pups validating the test against
only 24 % of CTRL animals. From P5, there was no longer any significant
difference between the 2 groups. Nevertheless, 100 % of SMR pups
passed the test at P12 while this test was completely validated at P9 for
CTRL pups.

2.3.3. Surface righting reflex

The surface righting reflex evaluates the capacity of the animal to roll
over and to recover a prone position when placed in a supine position in
less than 15 s (Fig. 6). At birth, pups first exhibited an ineffective
corkscrew tactic (Harding et al., 2017), in which the head and shoulder
rotate in one direction while pelvic girdle rotate in the opposite direc-
tion. Then, a mature axial tactic appeared, with shoulder and pelvic
girdles rotating in the same direction. At P2, 78 % of CRTL rats validated
the test with a mean time of 8 & 1 s in CTRL group. Rats in CTRL group
showed a progressive and steady increase in performance between P2
and P6, when considering for the percentage of animals validating the
test (Fig. 6B) as well as the mean score (Supplementary material, Fig. S1-
E). At P6, 100 % of rats were able to recover a prone position with a
mean duration of 3 + 1 s. In SMR rats, no difference was detected in
score (Group effect: B = —0.192, p = 0.795) with respect to CTRL group,
despite the fact that some animals did not validate the test before P9, i.e.
with a 3-day delay.

Rats were tested until they obtained the maximum score for two
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Fig. 3. Effect of SMR on postural development. A. Photograph showing pup characteristic posture (CTRL pups). Score 0 corresponds to an absence of movements,
score 1 to abdomen dragging with paws perpendicular to the body, and score 2 to mature posture (elevated abdomen, limbs parallel to the body). B. Stacked bar chart
showing the distribution (%) of the scores from P2 to P21. Data obtained in 20 CTRL and 20 SMR animals.

consecutive days. When the time to achieve the test for these two last
essays was compared, we observed that the righting duration was higher
in SMR rats than in CTRL ones (+50 %, p < 0.01) (Fig. 6C). Video
recording reveals that, although the maximum score was reached and
then the test was achieved, SMR had difficulties in coordinating shoul-
der and pelvic girdles and in acquisition of the axial tactic, and they
persisted longer in the corkscrew strategy (Supplementary material,
Video S1).

2.3.4. Cliff avoidance

The cliff avoidance test evaluates a reflex to avoid a dangerous sit-
uation, in this case to avoid falling into the void (Fig. 7A). At P2, 63 % of
CRTL animals and 44 % of SMR ones detected the cliff and tried to move
away from it (score 1, Fig. 7B). The strategy consisted to rotate the
whole body by pushing on fore and hind limb on one side (most often the
right side) to move the body toward the opposite side, and then lifting
the other limbs to place them further away (supplementary material,
Video S2). 15 % of CTRL animals obtain the maximum score (corre-
sponding to rotating followed by moving away from the edge) as soon as
P2 against 5 % in SMR pups. The reflex was acquired for all rats at P6 for
CTRL and P10 for SMR rats. The delay can be explained by the fact that
for some SMR rats, hind limbs were lying passively and pups had no
body support, and thus cannot exert a push. Other rats seem to present a
deficit in the independent control of hind limbs. It that case, they exerted
a bilateral push, moving the body forward instead of rotating. The mean
score was lower in SMR rats (Group effect: B = —1.968, p < 0.001)
(Supplementary material, Fig. S1-F). In CTRL rats, for the two last es-
says, the test was achieved in 9.6 + 0.7 s and the latency was increased
in SMR rats (+52 %, p < 0.001).

2.3.5. Negative geotaxis

Negative geotaxis is a test classically used to evaluate vestibular
system and to measure sensorimotor ability in pups. Animals were left
30 s on an inclined platform and their capacity to rotate and climb was
observed (Fig. 8A).

Some animals began to move and to rotate at P2, suggesting that they
correctly detected the slope (25°) (P2, score 1: 40 % in CTRL, 20 % in
SMR, y2 p < 0.001) (Fig. 8B). This performance was rapidly improved in
CTRL rats, since more than 80 % reached a score of 1 as soon as P4
whereas this percentage was not reached before P9 in SMR ones. Video
recording analysis showed that most SMR rats suffered from a lack of
stabilization of their hindquarter, generating a lateral instability (Sup-
plementary material, Video S3). This problem was due to the absence of
plantar support on hind limbs as well as to a poor coordination between
hind limbs. As a result, the pups fell and rolled down the inclined
platform when they tried to turn around to get the head up.

In CTRL rats, there was a step at P5, where 30 % of pups suddenly
reached the score of 2, corresponding to platform climbing. Such a step
was also observed in SMR rats, but later on, at P12. Finally, all CTRL rats
succeeded in the test at P13 while it was not until P20 for SMR rats, thus
with a 7-day delay.

The difference between CTRL and SMR score was significant from P3
until P17 (Group effect: 8 = —2.520, p < 0.001) with a mean score for
SMR rats corresponding to ~60 % of CTRL one (Supplementary mate-
rial, Fig. S1-G). The mean time to achieve the test was 16.1 + 0.8 s in
CRTL rats. It was greatly increased in SMR ones (+37 %, p < 0.001).

In conclusion, there is a delay in acquisition of main reflexes (hind
limb grasping: +2 days, righting and hind limb placing: +3 days, Cliff
avoidance: +4 days, negative geotaxis: +7 days) and an alteration in
motor performance (time to perform the test: +37 to +52 % increase).
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Fig. 4. Effect of SMR on grasping reflex. A. Photograph showing hind limb
reflex testing on CTRL pup at P10. A score of 0, 1 and 2 corresponds to a
grasping reflex observed in 0, 1 or 2 hind limbs respectively. B. Stacked bar
chart showing the distribution (%) of the scores from P2 to P11 for hind limb
grasping reflex. Data obtained in 40 CTRL and 40 SMR animals.

2.3.6. Eyelid reflex

Eyelid reflex appeared within the first days. At P2, the reflex was
already present bilaterally in ~80 % of rats (mean score: 1.7 + 0.1 for
CTRL; 1.8 £ 0.1 for SMR, Supplementary material, Fig. S1-H). Animals
reached the maximum score (i.e. 2) as soon as P3 for CTRL and P4 for
SMR rats. No difference was detected between groups (8 = 0.082, p =
0.884).

3. Discussion

Previous studies showing deleterious consequences of SMR on the
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neuromuscular system were conducted after the 28-day restriction
period (Canu et al., 2022; Delcour et al., 2018a; Delcour et al., 2018b).
Our objective was to assess the pup’s development from P1 to P28. We
explored the development of the nervous system through the determi-
nation of the age for achievement of the main neurodevelopmental re-
flexes. We demonstrated that SMR affects the early postnatal reflex
ontogeny. In particular, it induces a delay in the motor development,
illustrated by a several days delay in the acquisition of a mature posture
and in the acquisition of several reflexes: hind limb grasping (+2 days),
righting (+3 days), hind limb placing (+3 days), cliff avoidance (+4
days), negative geotaxis (47 days). The later the neurodevelopmental
tests were validated after birth, the greater the delay for the SMR group
(Fig. 9). In addition, the time to perform the test was increased (+37 %
for negative geotaxis, +52 % for cliff avoidance), suggesting an alter-
ation of performance. We also observed that SMR induced a body
growth restriction with a severe atrophy of soleus muscle, and an earlier
eye opening.

3.1. Primitive reflexes are delayed

This study first indicates that SMR can have consequences in the
early stages of development, i.e. in the very first days after birth, at a
period where motor activity of pups is restricted to episodic spontaneous
twitch-like movements (Robinson et al., 2000). This result is in accor-
dance with Visco et al. (2024), who also reported a delayed motor
development in a rat model of cerebral palsy, combining SMR and
perinatal anoxia. Secondly, it also indicates that the whole P1-P15
period is sensitive for acquisition of developmental milestones.
Indeed, all reflexes whose maturation normally occurs within this
developmental period are affected by SMR. Moreover, sensorimotor
reflexes devoid of postural support and/or that do not require high levels
of force development (fore- and hind limb grasping reflex, placing,
eyelid) are less affected by SMR than developmental tests requiring
whole body movement (righting reflex, cliff aversion and negative
geotaxis test) with limb coordination.

The grasping (fore- and hind limbs) and placing reflexes are primi-
tive reflexes that appears very early and then disappear during postnatal
development (Fox, 1965; Laliberte et al., 2021); they are frequently used
in children to detect pathologies such as cerebral palsy (Zafeiriou,
2004). Primitive reflexes depend on spinal circuits that are refined
during development by descending pathways, sensory feedback and
maturation of intrinsic properties of spinal neurons (Clarac et al., 2004).
In humans, grasping can be observed in utero, in particular by grasping
the umbilical cord (Jakobovits, 2009). We observed in the present study
that grasping appeared first in fore limbs and then in hind limbs. Such a
rostrocaudal gradient in maturation of spinal cord is well known. It re-
flects the maturation of the corticospinal tract with cervical spinal cord
reaching functional maturity earlier than lumbar one (Vinay et al., 2000;
Vinay et al., 2002). The growth of corticospinal axons is also in close
relationship with the appearance of the placing reflex (Donatelle, 1977).
The importance of primary motor cortex (M1) activity in shaping the
early postnatal refinement of corticospinal terminations is well estab-
lished. Indeed, in cat, inactivation of the motor cortex by GABA agonists
during the infantile period results in aberrant pattern of cortical pro-
jections within the spinal cord (Martin et al., 2007 for review). In SMR
rats, the delay in reflex appearance might reflects a change in the
refinement of spinal circuitry due to a change in M1 activity (Delcour
et al., 2018b). In the same way, the organization of spinal network is
dependent on peripheral activity since muscle blockade by Botulinum
toxin A in newborn cats affects corticospinal projections (Martin et al.,
2007). Thus, the atypical sensorimotor experience (absence of postural
support and of stepping movements of hind limbs) in SMR rats might
induce changes in proprioceptive feedback and in consequence affect
the organization of corticospinal endings.
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Fig. 5. Effect of SMR on hind limb placing. A. Photograph showing hind limb placing reflex on CTRL pup at P14. B. Stacked bar chart showing the distribution (%) of
the scores from P2 to P13 for hind limb placing. Data were obtained in 35 CTRL and 30 SMR animals. Score 0, 1 and 2 correspond to a placing reflex observed in 0, 1

or 2 hind limb respectively.
3.2. Postural control is dependent on muscle maturation

In CTRL rats, we observed steps in postural support acquisition: the
first milestone was reached at P4 where all pups exhibited walking-like
movement (crawling) with limbs in exorotation but were unable to
support their body weight, and the last step at P15 where all pups
exhibited a mature posture with elevation of the pelvis, adduction of
hind limbs and fluent locomotion. This observation is in accordance
with Geisler et al. (1993) who described three periods in postural
development and observed the acquisition of mature posture at P15. For
SMR animals, a delay was observed in the acquisition of the two steps,
leading to the appearance of a mature posture at a later age.

Postural development depends on several parameters such as the
capacity of postural muscle to generate enough force to counteract
gravitational force. We have shown a dramatic atrophy of the soleus
postural muscle as soon as P8. Thus, the retardation in postural support
in SMR rats might be the consequence of muscle weakness. However, in
a previous study one (Canu et al., 2022), we have shown that despite a
strong atrophy of the postural soleus muscle at P28, the specific force
(tension / muscle wet weight) was unchanged. In addition, in vivo, the
force developed by hind limb on the grip test was strongly reduced in
SMR rats but when normalized to body weight, value was like CTRL.
Thus, we formulate the hypothesis that the delay in mature posture
acquisition also depends on the maturation of spinal network.

3.3. Development of complex motor behavior

Postural control is considered the limiting factor for complex motor
behavior (Lelard et al., 2006; Westerga and Gramsbergen, 1993).
Righting, cliff avoidance and negative geotaxis are tests that necessitate
multisensory integration, involving in particular the vestibular system to

perceive head position (Altman and Sudarshan, 1975), and require
muscle force for moving as well as a good motor coordination. The delay
in the appearance of these reflexes and mature posture in SMR pups
could suppose a motor deficit and/or a defect in the integration of
sensory information. However, as already mentioned, force loss was
moderate in SMR rats at P28 (Canu et al., 2022). Thus, we assume that
abnormal proprioceptive input is more important than force develop-
ment in affecting these specific motor behaviors. Video recording
analysis has demonstrated that SMR pups exhibited erratic movements
with poor interlimb coordination, which affects their capacity to turn
back in the cliff avoidance and negative geotaxis tests.

Given the importance of spinal input in the experience-dependent
maturation of spinal circuits, the role of proprioceptive afferent input
should be questioned. Proprioceptive afferent fibers from muscle spin-
dles report the variations in muscle length to the spinal cord through
monosynaptic reflex. The spinal connections of Ia sensory input onto
motoneurons are set up during the prenatal period; they exist at birth
and they are strengthened postnatally (Imai and Yoshida, 2018). Thus,
the monosynaptic reflex is functional at birth, and there is an activity-
dependent refinement of the spinal circuitry in the early postnatal
period. During SMR, the hind limbs are immobilized in extended posi-
tion, and consequently, muscle spindles from extensor muscles (mostly
postural) are not solicited. Mendelsohn et al. (2015) have shown in mice
that genetically abolishing neurotransmission from proprioceptive sen-
sory neurons onto motoneurons strongly affects the number and density
of connections on synergist motoneurons as soon as P7.

Postnatal change in motoneuronal firing properties and excitability
is also a key-factor for appearance of mature posture, in particular,
differential maturation of motoneurons innervating the flexor and
extensor muscles of the hind limbs (Vinay et al., 2002). To our knowl-
edge, there is no evidence that this maturation is activity-dependent.
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Fig. 6. Effect of SMR on righting reflex. A. Photograph showing righting reflex on a CTRL pup at P2. Score 0 corresponds to a pup that stayed in supine position.
Score 1 corresponds to a pup that recover a prone position. B. Stacked bar chart showing the distribution (%) of the scores from P2 to P10 for body righting. Data
were obtained in 40 CTRL and 70 SMR animals. C. Histogram showing the mean time for achieving the test for the two last essays (the reflex was considered as
acquired when a rat succeeded for two consecutive days and individual was not tested anymore). **: p < 0.01, t-test.

However, sensory input from large diameter fibers, i.e. proprioceptive
sensory information from muscle spindles, plays a substantial role in the
morphological and physiological maturation of the motoneurons
(Tahayori and Koceja, 2012). Therefore, SMR likely affects the matu-
ration of sensorimotor connectivity and hence disrupts the development
of sensorimotor integrative reflexes.

In addition, using genetic perturbation experiments, Basaldella et al.
(2015) have demonstrated that interactions between the proprioceptive
and vestibular system shape the organization of vestibular projections
onto the spinal cord motoneurons. The vestibular system is effective
from P1 and requires about 2 weeks to mature. The slow extensor soleus
is the main target of vestibulospinal projections in wild-type mice.
However, in Egr3 mutant mice, that exhibit early postnatal degeneration
of muscle spindles, leading to non-functional muscle spindle afferents,
more vestibulospinal fibers connect to motoneurons innervating fast
gastrocnemius muscle. Thus, proprioceptive input shapes vestibular
projection to specific motoneuron subtypes. It is also established that
hind limb proprioceptive input and vestibular information are inte-
grated within vestibular nuclei in adult cat (McCall et al., 2021), but
whether this integration is affected by an early sensorimotor restriction
remains to be determined. However, functional interaction with pro-
prioceptive circuitry is necessary to ensure smooth motor behavior, and
these data demonstrate that an abnormal sensorimotor input induces an
abnormal organization of spinal cord circuitry. It may explain why
realization of complex motor behavior for offspring, such as cliff
avoidance, righting or negative geotaxis, are delayed, and even when
the reflex is acquired, it takes longer to complete in SMR pups.

3.4. Dam - pups interactions

The results highlighted in this study and in particular the delays in

the onset of reflexes were attributed to SMR. However, the role of
maternal care can be considered. Indeed, at an early age, maternal care
represents the main source of sensory and social stimulation. In addi-
tion, maternal separation early in life and handling are considered
stressful (Bolton et al., 2017). Thus, a change in maternal care and/or
pup stress could influence the onset of reflexes. Yang et al. (2021) have
shown that when the pups were separated from the mother from P1 to
P14, 6 h/day during the light phase, the percentage of animals vali-
dating the cliff avoidance test at P14 was lower in the group deprived of
maternal care but on the other hand, no delay in the righting time nor in
the reversal time for the negative geotaxis was observed. In the present
study, the duration of the separation for immobilizing hind limbs did not
exceed 15 min per day, and the CTRL rats were also separated from the
mother and handled by the experimenter. Furthermore, neonatal
handling in rats enhances licking/grooming behavior when pups are
returned to the nest (Gonzdlez-Mariscal and Melo, 2017). Finally, we did
not observe any change in the weight of adrenals at P15 and P28 (un-
published results), suggesting that there was no elevation in stress level
due to SMR procedure.

The body weight was much lower in SMR rats than in CTRL ones.
Other studies also found a lower weight of SMR pups (Canu et al., 2022;
Delcour et al., 2018a; Delcour et al., 2018b). This result could be
explained by difficulty in accessing the nipples for SMR pups that could
lead to a decrease in food intake, due to the cast clutter or to motor
deficits. Indeed, during the first 2 weeks of life, pups feed exclusively
through breastfeeding. Furthermore, attachment to nipples has been
shown to require different postural adjustments (Eilam and Smother-
man, 1998) and we demonstrated here that SMR delays postural
maturation. However, during the dark period, dams are more active and
in consequence are less involved in maternal care (nursing, licking,
grooming) than during the light period (Champagne et al., 2003; Ivy
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Fig. 7. Effect of SMR on cliff avoidance. A. Photograph showing cliff avoidance test on CTRL pup at P3. Score 0 corresponds to a pup that did not move or fell, score 1
was assigned when the pup tried to move away from the cliff and test was validated (score 2) when the pup completely turned away from the cliff. B. Stacked bar
chart showing the distribution (%) of the scores from P2 to P11 for cliff avoidance. Data were obtained in 40 CTRL and 35 SMR animals. C. Histogram showing the
mean time for achieving the test for the two last essays (the reflex was considered as acquired when a rat succeeded for two consecutive days and individual was not

tested anymore). **: p < 0.01, t-test.

et al., 2008). Therefore, immobilizing pups during the dark period has
less impact on their food intake. In addition, Champagne et al. (2003)
reported no difference in growth of the offspring at P22 according to the
maternal behavior (high or low licking/grooming-arched-back
nursing).

4. Conclusion

These data suggest that the first postnatal weeks are important for
sensory inputs integration and the maturation of reflexes. It is estimated
that the brain of a rat pup from P1 to P10 has reached a cerebral
maturation corresponding to that of the human fetus during the last
trimester of gestation (Workman et al., 2013). These weeks correspond
to a critical period during which significant cortical maturation occurs,
where the spinal circuits are established and where the monoinnervation
of the myofibers sets in (Bennett and Pettigrew, 1974). In SMR pups,
sensorimotor disruption alters the structuring and maturation of the
nervous system and leads to abnormal cortical connections (Delcour
et al., 2018b; Stigger et al., 2011). This results in delays in neuro-
developmental reflexes, as observed in the present study. A delay in
acquisition and disappearance of these primitive reflexes, associated
with various motor disturbances, has been observed in several neuro-
behavioral disorders in including developmental coordination disorder,
attention deficit hyperactivity disorders or autistic spectrum disorders
(Melillo et al., 2022), suggesting that the SMR model is relevant to study
motor development in these children. Furthermore, SMR pups exhibited
a delay in acquisition of developmental milestones even though immo-
bilization was discontinuous and lasted only 16 h per day. During the 8-

hour activity period, rats exhibited atypical movements, with “toe
walking” and increased variations in gait kinematic parameters (Delcour
et al., 2018a), that persist over time. Thus, our observations highlight
the importance of both regular physical activity and proficient move-
ment execution throughout childhood. Given the importance of physical
activity for motor skill development and the strong relationship between
motor competence and physical activity, further studies should be
conducted to decipher the link between muscle and central nervous
system. In particular, we have observed that FNDC5/irisin expression
level in the soleus muscle exhibited a peak at P15 in control as in SMR
rats (unpublished data). FNDC5/irisin is a protein expressed in several
organs including the skeletal muscle in response to exercise, supposed to
be a key actor of muscle-brain communication. In the hippocampus,
irisin induces the expression of the Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) (Wrann et al., 2013), a pivotal neurotrophin for brain devel-
opment (Kowianski et al., 2018). A better understanding of mechanisms
involved in the delay in neurodevelopmental reflexes could be useful to
develop countermeasures to allow a proper maturation of primitive re-
flexes in children with an abnormal/atypical sensorimotor experience,
which is the prerequisite for further acquisition of efficient motor skill
performance.

5. Experimental procedure
5.1. Animals

Experiments were performed on CD-Sprague-Dawley rats. Animals
were housed in standard cages under adequate humidity, temperature,
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Fig. 8. Effect of SMR on negative geotaxis. A. Photograph showing negative geotaxis test (slope = 25°) on a CTRL pup at P10. Score 0 corresponds to a pup that did
not move, score 1 to a pup that turned and the test was achieved (score 2) when the pup turned and climbed. B. Stacked bar chart showing the distribution (%) of the
scores from P2 to P21 for negative geotaxis. Data were obtained in 40 CTRL and 30 SMR animals. C. Histogram showing the mean time for achieving the test for the
two last essays (the reflex was considered as acquired when a rat succeeded for two consecutive days and individual was not tested anymore). ***: p < 0.001, t-test.

Fig. 9. Delay of primary reflexes in SMR vs CTRL rats. The figure shows that
reflexes were achieved later in SMR rats, and the higher the age of acquisition,
the greater the delay. The slope is 1.37 + 0.12 (different from 1, p < 0.01).

and light conditions (22 °C, 51 % humidity) with a 12:12-h light-dark
cycle. They had free access to water and food. Female and male were
purchased from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France).
Following a 7-day acclimatization, a male was placed in a cage with 2
nulliparous females aged between 90 and 120 days each evening. After
mating with a male rat (verified by a vaginal lavage containing sperm),
pregnant female rats were housed into individual cages. Parturition day
was P1. Pups were weighted when birth was detected and after their first
feed. Females were examined for litters regularly from 8 AM to 6 PM,
giving a 0-to-14-hour variability in actual age. Pups whose weight at
birth was below 5.5 g (i.e. under the 10th percentile) were considered
growth retarded and were excluded. Pup’s sex was then determined and
litter size was adjusted to 10 pups per dam (5 males + 5 females, as
possible) to assure a certain equality in feed intake and growth rate.
Pups were identified by fur or tail marking using a non-toxic black
Permanent marker pen (NN50, Pentel pen). Litters were then assigned to
control (CTRL) or sensorimotor restriction (SMR) group. Body weight of
pups was assessed daily from P2 to P28 between 8 and 9 AV, i.e. just
after cast removal for the SMR group (using a Kern S72 precision bal-
ance, d = 0.1 g). We used a total of 40 CTRL and 70 SMR rats (58 males
and 52 females), obtained from respectively 4 and 7 litters. Although it is
clear that there is a high degree of correlation within the litter (all litter
members being subject to the same genetic, nutritional and maternal
variables), each subject was treated as an individual (Fox, 1965). In
another series of rats (20 CTRL and 20 SMR), pups were euthanatized at
P8, P15, P21 and P28 and soleus muscle was removed and weighted.
Animal manipulation were performed according to the recommen-
dation of the European Communities Council Directive 2010/63/UE and
received agreement of the Regional Committee on the Ethics of Animal
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Experiments of Haut de France region (CEEA 75, reference number:
APAFIS#2021-020818231865). All efforts were made to minimize the
number of animals and their suffering.

5.2. Hind limb immobilization

In the SMR group, pups were subjected to transient hind limb
immobilization from P1 to P28 for 16 h/day during the dark phase of
day, according to Delcour’s model (2018a). Briefly, hind limbs were
immobilized in extended position with a cast whose size was adapted to
the pup growth. These casts did not prevent pups from urinating, defe-
cating or receiving maternal care. Animals were restricted in their
movements from 16 PM to 8 AM. The casts were then removed from 8
AM to 16 PM so that pups could move freely for 8 h/day. Protocols were
optimized in order to minimize mother/pups separation that did not
exceed 15 min per day. CTRL rats were also manipulated in the same
way.

5.3. Developmental tests

From P1 to P28, sensorimotor development was observed in order to
determine the age of onset of the main stages of neonatal development.
Sensorimotor tests were performed between 9:00 and 11:00 (righting,
posture, negative geotaxis, cliff avoidance) and between 16:00 and
17:00 (eyelid reflex, grasping, placing) in the housing room or next to it.
To avoid hypothermia, rat pups were tested under a warm lamp. Tests
were performed daily until the reflex was acquired. A reflex was
considered acquired if the animal obtained the maximum score on two
consecutive days. The following description of tests is adapted from Fox
(1965) and Lubics et al. (2005).

Eye opening. Eyelids were observed daily from P10. The score was
0 if no eyelid was opened, 1 if one eyelid was opened and 2 if both
eyelids were opened (Fig. 2A).

Eyelid reflex. The eyelid was gently touched with the rounded end of
a metallic flexible rod. The score was 0 if there was no eyelid contrac-
tion, 1 if there was the contraction of one eyelid and 2 if the two eyelids
contracted.

Posture. The animal was placed on a non-slippery surface and the
posture was observed. The score was O if the pup did not move. An
immature posture (score 1) was reflected by dragging of the abdomen
when moving, and perpendicular pointing of both fore paws and hind
paws relative to the body (Fig. 3A). A mature posture (score 2) was
acquired when the pup can lift the abdomen from the surface and both
fore paws and hind paws were pointed straight, or parallel to the body,
when moving.

Hind limb/fore limb grasping. The palm (fore limb) or sole (hind
limb) were touched with a thin rod (with a slight pressure). Successful
grasping of the rod appeared as flexion of the digits around the rod
(Fig. 4A). The score was 0 if there was no grasping, 1 if the grasping was
successful by one paw only and 2 if the grasping was successful by both
paws.

Hind limb placing. The back of the foot was touched with the edge of
a flat surface while the animal was suspended by the torso (Fig. 5A). A
correct placing reflex was achieved when the rat first withdrew the hind
limb and then placed it down on that surface. The score was 0 if the
reflex was not successful, 1 if the reflex was successful for 1 leg and 2 if
the reflex was successful by both legs.

Righting. The pup was held in a supine position with all four paws
upright. Righting was achieved (score 1) when the pup was able to roll
over to recover a prone position (Fig. 6A). A maximum of 15 s was given
to each pup to achieve this goal.

Cliff avoidance. The pup was placed at the edge of a flat surface with
the fore paws and snout were over the edge (Fig. 7A). The experi-
menter’s hand was placed under the cliff to catch the pup if it fell. The
score was 0 if the pup did not move or fell, 1 if it tried to move away from
the cliff and 2 if it completely turned away from the edge of the cliff in a
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maximum of 30 s.

Negative geotaxis. The rat pup was placed head down on a 25°-in-
clined platform covered with a fine wire grid (4 mm mesh size). The
score was 0 if the pup did not move, 1 if the pup turned and 2 it turned
and climbed up and reached the upper rim (Fig. 8A). A maximum of 30 s
was given to each pup to achieve this goal.

5.4. Data analysis

Statistical analyses were performed using Prism Version 8.4.3
(GraphPad Software, San Diego, US) and the IBM SPSS version 27.0
(IBM Corp, Armonk, New York, US). Quantitative data are presented as
mean + SEM. Data normality was determined with the Shapiro-Wilk
test. Body weight (BW), muscle wet weight (MWW) and MWW/BW
were compared using linear mixed models (fixed effects: group, sex, day;
group x sex interaction). The residuals were analyzed, with the
normality assumption always being met except for BW. Thus, this
parameter was investigated with a multiple linear regression model.
Reflex ontogeny was analyzed by comparing the mean score of CTRL
and SMR groups. To investigate the effects of group, sex, and day, and
the interaction between group and sex, on the score for developmental
reflexes, the data were submitted to a multiple linear regression model
(with scores as dependent variable and day as covariate). Multiple t-tests
with correction for multiple comparisons using the Holm-Sidak method
were then conducted to determine differences between groups for each
day. We also conducted t-tests for comparing time to achieve the test
(righting, cliff avoidance and negative geotaxis). Values of p < 0.05
were considered statistically significant, and p < 0.1 were reported as a
tendency.
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VI) Résultats complémentaires - Comparaison des
souches OFA et CD

Au cours de la premiére année de thése, nous avons été contactés par notre fournisseur d’animaux

pour nous informer que la souche de rats Sprague Dawley OFA ne serait plus produite. Une souche de
remplacement nous a été proposée : Sprague Dawley CD. Aussi, nous avons décidé de réaliser une
série de tests afin de comparer I'évolution du poids corporel et I'dge d’apparition des réflexes

neurodéveloppementaux des souches OFA et CD.

A) Evolution du poids corporel

Trois portées de la souche OFA et 2 portées de la souche CD ont été utilisées en configuration 50%
CTRL/50% RSM. L’évolution du poids corporel est similaire pour les rats CTRL des deux souches. En
effet, a P28, les CTRL-OFA pesent 94.4 + 1.9 g et les CTRL-CD 96.5 + 1.3 g (n.s., Tukey). En revanche,
pour les groupes RSM, I'évolution du poids corporel est plus rapide pour la souche CD. Cette différence
devient significative & partir de P7 (p<0.05, Tukey). A P28, le poids des rats RSM-CD est supérieur de
16% par rapport au poids des animaux RSM-OFA (p<0.001, Tukey).

Comme vu précédemment (Etude 1), la croissance des rats RSM est plus lente que celle des rats
CTRL. Pour la souche OFA, la différence de poids corporel entre CTRL et RSM devient significative des
P7 (p<0.01, Tukey) contre P9 (p<0.05, Tukey) pour la souche CD (figure 49).

Figure 49 : Effets de la souche
sur lévolution du poids
corporel (g) de P1 a P28.

Le poids corporel des rats des
différents groupes est relevé
chaque jour de P1 a P28.
L’effectif (n) est indiqué pour
chaque  groupe.  Résultats
exprimés en moyenne * S.E.M.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
RSM-OFA vs. RSM-CD (two-way
ANOVA, Tukey).
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B) Analyse des réflexes neurodéveloppementaux

Les animaux CTRL des deux souches valident le réflexe oculaire a P4 et ouvrent les yeux a P16. Les
rats CTRL-CD acquierent certains réflexes plus tardivement que les rats CTRL-OFA : redressement (+1j),
agrippement des membres postérieurs (+1j), placement (+4j), géotaxie négative (+2]) et posture (+2j).
L'agrippement des membres antérieurs et I'évitement de la falaise sont, en revanche, validés plus
précocement dans le groupe CTRL-CD (un jour plus tot pour les 2 tests) (figure 50-A).

En ce qui concerne les animaux RSM, certains tests sont validés plus précocement pour la souche
CD : I'ouverture des yeux (-2j), le réflexe oculaire (-1j) et I'agrippement des membres antérieurs (-1j)
(figure 50-B). En revanche, pour tous les autres réflexes, un retard d’apparition est observé pour les
animaux RSM-CD pouvant aller jusqu’a 6 jours (redressement: +2j, agrippement des membres

postérieurs : +3j, placement : +6j, évitement de la falaise : +1j, posture : +2j et géotaxie négative : +2j).

Figure 50 : Effets de la souche sur I'apparition des réflexes neurodéveloppementaux des animaux CTRL (A) et RSM (B).

Les tests sensorimoteurs sont réalisés chaque jour sur 'ensemble des animaux. Le réflexe est validé lorsque I'animal obtient le
score maximal sur 2 jours consécutifs. La figure représente le jour oti 100% des animaux atteignent le score maximal. L’effectif
(n) est indiqué pour chaque groupe.

MA : membres antérieurs, MP : membres postérieurs.
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C) Conclusion

Nos données montrent que la souche animale impacte I'évolution du poids corporel chez les
animaux RSM, sans différence pour les animaux CTRL. En revanche, la souche animale semble
influencer I'apparition des différents réflexes neurodéveloppementaux, que les animaux soient CTRL
ou RSM. Si I’'on compare nos données sur la souche Sprague-Dawley avec les données de la littérature
sur les souches Wistar et Long-Evans, des différences sont retrouvées (Black et al., 2015; Lubics et al.,
2005; Nguyen et al., 2017; Rousset et al., 2013). En effet, si 'ouverture des yeux apparait en moyenne
a P15 pour les 3 souches (tableau 7), I'acquisition d’une posture mature semble plus précoce pour les
animaux Sprague-Dawley par rapport aux Long-Evans. Pour [I'ensemble des réflexes
neurodéveloppementaux, les animaux Long-Evans et Sprague-Dawley suivent une évolution similaire,
avec des acquisitions plus précoces des différents réflexes par rapport aux animaux Wistar (tableau
7). De plus, le protocole d’évaluation (temps laissé aux animaux pour réaliser le test...), les critéeres de
validation (nombre de jours consécutifs de réussite...) ou encore I'expérimentateur semblent étre des
criteres importants pouvant expliquer les disparités reportées dans des études portant sur des
animaux issus d’'une méme souche (Lubics et al., 2005; Rousset et al., 2013). D’autres auteurs
démontrent également que les animaux d’'une méme souche mais issus de fournisseurs différents
n’évoluent pas de la méme facon et présentent des caractéristiques de croissance différentes (poids
corporel, poids d’organes...) (Brower et al., 2015). De plus, nous avons constaté que les femelles de la
souche CD tolerent moins bien les dispositifs d'immobilisation et ont tendance a isoler certains ratons.
Méme si ces considérations ne sont basées que sur des observations, on ne peut exclure que ce
comportement maternel influe sur le développement du raton. D’autres auteurs ont déja démontré
I'influence de l'environnement périnatal sur l'apparition des réflexes neurodéveloppementaux

(Horvath et al., 2015).
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Tableau 7 : Effets de la souche sur I'apparition des réflexes neurodéveloppementaux des animaux CTRL — comparaison

avec la littérature.
Nos données concernant les réflexes neurodéveloppementaux sur les animaux CTRL Sprague-Dawley sont comparées avec

les données de la littérature sur les souches Wistar et Long-Evans. Pour chaque test, les données sont présentées selon le

jour moyen d’apparition + S.E.M
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Ftude 3: Conséquences d’une situation de
restriction sensorimotrice sur l'irisine et le BDNF,
acteurs importants dans le dialogue muscle-
cerveau

Principaux résultats de I’étude 3

Une situation de restriction sensorimotrice induit :

e Une augmentation de FNDC5/irisine dans le SOL, le plasma et certaines
structures cérébrales.

e Une augmentation de cathepsine B dans le SOL et I'EDL.

e Une augmentation de BDNF uniquement dans I’hippocampe, a P8.

1) Introduction

Les mécanismes par lesquels I'activité physique exerce des effets bénéfiques sur les organes, et en

particulier sur le cerveau, restent mal connus. Cependant, des études menées chez 'Homme et
I'animal démontrent que ces effets bénéfiques sont, en partie, médiés par des changements dans
I’environnement systémique. Dernierement, l'intérét s’est porté sur les myokines, molécules
produites, exprimées et libérées par les fibres musculaires et exercant des effets autocrines, paracrines
ou endocrines (Bostrom et al., 2013; Pedersen et al., 2003). Parmi ces myokines, l'irisine, découverte
en 2012, est sécrétée par les muscles squelettiques en réponse a I'activité physique (Bostrém et al.,
2013). Aprés le clivage de la protéine membranaire Fibronectin Type 3 Domain Containing 5 (FNDC5),
I'irisine est sécrétée dans le plasma et est notamment capable de traverser la BHE et d’induire
I’expression de BDNF dans I’"hippocampe (Islam et al., 2021; Lourenco et al., 2019; Wrann et al., 2013).
L'irisine semble donc étre un médiateur important dans le dialogue muscle-cerveau.

Cependant, a ce jour, la plupart des études menées sur les myokines et leurs effets ont
principalement été menées chez I'adulte, dans des conditions d’exercice physique. En revanche, les
effets de I’'hypoactivité au cours du développement sur les taux de myokines sont encore trés peu voire
non explorés. L’hypothese initiale de notre étude est que les niveaux d’irisine seraient plus faibles chez
les animaux RSM.

Ainsi, 'objectif de ce travail est de déterminer si une situation de RSM affecte le dialogue

muscle-cerveau en étudiant I’expression de FNDC5/irisine a différents niveaux :
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Les muscles des pattes postérieures : le soleus (SOL, muscle lent), I'extensor digitorum
longus (EDL, muscle rapide) et le tibialis anterior (TA) ;

Les fluides : plasma et liquide cérébrospinal (LCS) ;

Diverses structures cérébrales impliquées dans les fonctions motrices (cortex sensorimoteur

et striatum) ou cognitives (cortex préfrontal et hippocampe).

Les taux de BDNF sont également mesurés dans ces mémes structures cérébrales.

)

Matériel et méthodes

Les tissus et les liquides ont été prélevés a P8, P15, P21 et P28, chez les deux sexes. L’expression

de FNDC5 dans les muscles des pattes postérieures ainsi que FNDC5 et BDNF dans les structures

cérébrales a été quantifiée par Western Blot. Dans le plasma et le LCS, les taux d’irisine ont été

guantifiés par des tests ELISA. (Voir Matériel et Méthodes, V) Analyses moléculaires).

lll) Principaux résultats

Cette troisieme étude a montré que :

(1)

(2)

(3)

(4)

Dans les muscles des pattes postérieures, la RSM induit une augmentation des taux de
FNDC5/irisine dans le SOL a partir de P15 et jusque P28, sans modification des taux de cette
protéine dans les autres muscles.

Dans les fluides, la RSM induit une augmentation de la concentration en irisine dans le plasma
a P8, P21 et P28 sans différence a P15. Aucune différence significative n’est retrouvée dans le
LCS, quel que soit I'age.

Dans les structures cérébrales, la RSM induit une augmentation des taux de FNDC5/irisine a
P15 dans le cortex préfrontal et le striatum. Les taux sont également significativement
augmentés dans I'hippocampe a P15 et P21. En revanche, une diminution est constatée dans
le cortex préfrontal a P28.

La RSM n’impacte pas les taux de BDNF dans le cortex préfrontal, le cortex sensorimoteur et

le striatum. Dans I’hippocampe, une augmentation significative est observée a P8.
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Early Movement Restriction Affects FNDC5/Irisin and BDNF Levels in Rat Muscle and
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Dupuis, O., Girardie, J., Van Gaever, M., Garnier, P., Coq, J. O., Canu, M. H., & Dupont,
E. (2024). Early Movement Restriction Affects FNDC5/Irisin and BDNF Levels in Rat
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Abstract: Interaction with the environment appears necessary for the maturation of sensorimotor and
cognitive functions in early life. In rats, a model of sensorimotor restriction (SMR) from postnatal day 1
(P1) to P28 has shown that low and atypical sensorimotor activities induced the perturbation of motor
behavior due to muscle weakness and the functional disorganization of the primary somatosensory
and motor cortices. In the present study, our objective was to understand how SMR affects the
muscle-brain dialogue. We focused on irisin, a myokine secreted by skeletal muscles in response
to exercise. FNDC5/irisin expression was determined in hindlimb muscles and brain structures
by Western blotting, and irisin expression in blood and cerebrospinal fluid was determined using
an ELISA assay at P8, P15, P21 and P28. Since irisin is known to regulate its expression, Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) levels were also measured in the same brain structures. We
demonstrated that SMR increases FNDC5/irisin levels specifically in the soleus muscle (from P21)
and also affects this protein expression in several brain structures (as early as P15). The BDNF level
was increased in the hippocampus at P8. To conclude, SMR affects FNDC5/irisin levels in a postural
muscle and in several brain regions and has limited effects on BDNF expression in the brain.

Keywords: muscle-brain dialogue; cerebrospinal fluid; blood; myokines; development

1. Introduction

The first 1000 days of life is a concept introduced by Unicef in 2017, which argues that
the period from conception to the first two years of a child’s life is a sensitive one. In this
period, various factors, both positive and negative, influence short- and long-term health.
Indeed, early childhood is a period of body construction and brain development, with
the highest level of synaptogenesis of all life, during which sensorimotor and cognitive
functions are acquired. The maturation and refinement of the central nervous system is
highly sensitive to physical and social interactions. In particular, sensorimotor experience
can shape neuronal circuits and ultimately drive the maturation of brain functions (for
review: [1]).

A reduction in physical activity and low-level interactions with the environment may
be the consequence of accidents or illnesses requiring prolonged bed rest. Hypoactivity
is also a common situation in children with developmental coordination disorder [2,3].
This neurodevelopmental disorder, which concerns approximately 5-6% of school-aged
children [4], mainly corresponds to motor impairments ranging from gross- to fine-skill

Int. ]. Mol. Sci. 2024, 25, 3918. https:/ /doi.org/10.3390/ijms25073918
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deficits that interfere with daily social and academic activities [5]. Developmental coordi-
nation disorder results in an atypical sensorimotor experience and poor interaction with
the environment affecting the entire sensorimotor pathway. More commonly, sedentary
behavior increases in children, even in the youngest of them. Studies conducted in infants
are rare, but one recent paper has shown that few infants met the individual recommen-
dations for physical activity and sedentary behavior (screen time and reading time) in the
first 6 months of life [6].

To study the effects of early life hypoactivity, a postnatal sensorimotor restriction
(SMR) model was developed in rats. In this model, animals are subject to an atypical
sensorimotor activity from postnatal day 1 (P1) to P28 by hindlimb immobilization, over
16 h/day. This sensorimotor restriction induces persistent muscle atrophy characterized
by a reduction in the fiber area, a loss of strength, persistence of neonatal and fast-myosin
heavy-chain isoforms at the expense of the slow ones, drastic alterations in motor coordina-
tion, hyperreflexia of the lumbar spinal cord, cortical disorganization with a reduction of the
cortical representation maps of the hindlimb in both the primary sensory and motor cortices,
alterations of cortical neuron properties and spinal and cortical hyperexcitability [7-9].

Due to the reciprocal interplay between the muscle and the central nervous system,
sensorimotor restriction generates an atypical sensory input that affects the somatosensory
pathway. In turn, the motor command is altered, which affects muscle properties [10]. Thus,
brain and muscles communicate through a deleterious, self-sustaining cycle: abnormal
movements affect the immature nervous system. This situation affects the motor command,
which in turn has consequences on the muscular system, reinforcing the production of
abnormal movements [10]. In addition to this sensorimotor neuronal pathway, the muscles
and brain also communicate through the endocrine way. Indeed, human and animal studies
have shown that skeletal muscle is a secretory organ that produces, expresses and releases
molecules classified as “myokines” [11], which exert autocrine, paracrine or endocrine
effects. Among the myokines, several studies have shown that irisin is secreted by skeletal
muscles in response to physical activity [11-14]. This polypeptide is secreted in the plasma
after the cleavage of the Fibronectin Type III Domain Containing 5 protein (FNDC5), a
membrane protein present in muscle. Fndc5 gene expression is regulated by the peroxisome
proliferator-activated receptor coactivator-1a (PGC-1¢) [12], which is known to mediate
the effects of exercise on muscle.

Known and widely studied for its role in the browning of white adipocytes [12],
irisin exerts pleiotropic effects on many organs including the liver, pancreas, bone tissue
and cardiovascular system (for review: [15]). Irisin can also cross the blood—-brain barrier
and is, therefore, thought to mediate the beneficial effects of exercise in the brain [16,17].
It also appears to protect against cognitive impairment induced by neurodegenerative
pathologies [16,17], exerts antidepressant effects [18] and limits ischemia-induced brain
damage [19]. In the hippocampus, irisin induces the expression of the Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) [13,20], a pivotal neurotrophin for synaptic plasticity and
cognitive functions. Taken together, these data suggest that irisin is an important messenger
in the muscle-brain dialogue. The effects of physical activity on myokine levels are well
documented in adults; yet, there are very little data on the effects of hypoactivity, particu-
larly during development. Our hypothesis is that, in contrast to the effects of exercise, the
irisin level will be lower in SMR pups.

In the present paper, our objective was to determine whether early SMR in rats affects
the muscle-brain dialogue by investigating FNDC5/Irisin expression in hindlimb muscles
(the slow postural soleus (SOL) muscle and the fast extensor digitorum longus (EDL) and
tibialis anterior (TA)) and various brain structures involved in motor (sensorimotor cortex
and striatum) or cognitive functions (prefrontal cortex and hippocampus), as well as irisin
expression in blood and cerebrospinal fluid (CSF). BDNF levels were also measured in the
same brain structures. The measurements were realized at several developmental stages
(P8, P15, P21 and P28) and in both sexes to investigate both possible age- and sex-dependent
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effects. Our results show that SMR increases FNDC5 /irisin levels in the postural soleus
muscle, but has only limited effects on BDNF expression in the brain.

2. Results

Initially, we analyzed FNCD5/irisin and BDNF expression in skeletal muscle and
brain structures from both male and female individuals. Most data showed no difference in
expression between sexes. In consequence, males and females were pooled. However, the
ANOVA analysis of the sex and group effects is available in Supplementary Tables S1-54
and the sex effects are specified in the results for each analysis.

2.1. Impact of SMR on Hindlimb Muscle Weight

In a series of rats, we assessed whether SOL, EDL and TA muscles were atrophied as
soon as P8 and until P28 (Figure 1). We observed a drastic decrease in SOL muscle wet
weight (MWW) relative to body weight (BW) in SMR rats [Group effect: F(1,167) = 186,
p <0.0001]. SMR rats displayed a severe atrophy of SOL muscle at P8 (—27%, t = 3.649,
p <0.01) and atrophy increased over time (P15: —32%, t = 5.421, p < 0.001; P21: —36%,
t=8.148, p < 0.001; P28: —39%, t = 9.559, p < 0.001). A group effect was also detected
in EDL [F(1,168) = 22, p < 0.0001] and TA muscles [F(1,168) = 15, p < 0.001]. However,
the decrease in the MWW /BW ratio was less pronounced than in SOL muscle and only
at P21 for EDL (—21%, t = 7.244, p < 0.0001) and P21 and P28 for TA (—11% t = 3.478
p =0.0026 and —13%, t = 4.632 p < 0.0001 respectively). In addition, no sex effect was
detected (Supplementary Table S1).
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Figure 1. Effects of SMR on hindlimb muscle weight at different ages. MWW /BW ratio for SOL, EDL
and Tibialis anterior muscles at P8, P15, P21 and P28. Muscles were sampled in 20 CTRL and 20 SMR
at each age. Values are the mean £ SEM. **: p < 0.01, ***: p < 0.001 with respect to CTRL. The SOL
data were reproduced with permission from Dupuis, Brain research; published by Elsevier, 2024.
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2.2. Differential Impact of SMR on FNDC5/Irisin Levels in Hindlimb Muscles

In SOL (Figure 2), the FNDC5/irisin level was similar between CTRL and SMR
animals at P8 (p = 0.9999). At P15, the level in SMR pups was three-fold that of CTRL
pups, although the difference was not significant due to the high variability between
subjects (p = 0.1649). At P21 and P28, the FNDC5/irisin level was significantly increased
in SMR animals (x2.5 approximately), compared to CTRL animals (p = 0.0037 and 0.0019,
respectively). In EDL and TA, no difference between the groups was noticed whatever
the age.

3 3 3
2 2 . 2 . .
0 . — 0 0 i

m m e

Figure 2. Effects of SMR on FNDC5/irisin levels in hindlimb muscles at different ages. Muscle

ENDC5/irisin level was determined by Western blotting (A). FNDC5/irisin expression was calculated
as the ratio FNDC5/whole proteome (stain free) (B). a.u. = arbitrary unit. Each point represents the
value for a given animal. Data are expressed as mean & S.EM. **, p <0.01 vs. CTRL (Mann-Whitney).

We also compared the FNDC5/irisin levels between hindlimb muscles (SOL, EDL and
TA) at P28 to determine whether protein levels differ with the muscle type (Figure 3A).
Two-way ANOVA revealed a muscle effect [F(2.25) = 4.81, p < 0.05] and a muscle X group
interaction [F(2.25) = 7.09, p < 0.01]. For CTRL animals, there was no difference between the
hindlimb muscles. However, the FNDC5/irisin value differed between muscles for SMR
animals, with a higher expression of FNCD5 in SOL compared to TA (+99%, p = 0.0003)
and EDL (+47%, p = 0.0198).
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Figure 3. FNCD5/irisin level in various muscles at P28 (A) and in soleus muscle at several devel-
opmental stages (B). Muscle FNDC5/irisin expression was determined by Western blotting and
was calculated as the ratio FNDC5/whole proteome (stain free). a.u. = arbitrary unit. Each point
represents the value for a given animal. Data are expressed as mean + S.E.M. (A) Values were
compared by a two-way ANOVA followed by Tukey’s test. * p < 0.05, *** p < 0.01 vs. SOL SMR.
(B) Values were compared by a Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test. ** p < 0.01 (P15 CTRL vs. P28
CTRL), #p < 0.05 (P15 SMR vs. P28 SMR).

No sex effect was detected in the SOL muscle. In contrast, in the EDL muscle,
FNDC5/irisin expression was higher in females at P8 (p < 0.05) and P21 (p < 0.01), whereas
it was lower in the TA muscle at P15 (p < 0.05) (Supplementary Table S2).

We then analyzed the expression kinetics of FNDC5/irisin expression from P8 to P28
in SOL muscle (Figure 3B). The FNDC5/irisin level was age-dependent in both groups
(CTRL: p < 0.0001; SMR: p = 0.0120, Kruskal-Wallis). The FNDC5/irisin level was the
maximum at P15 and then decreased to reach a minimum value at P28.

To determine which fiber type expressed FNCD5 in the SOL muscle, P28 muscle
sections were immunolabeled for the different myosin heavy chains (MHC) and co-stained
for FNCDS. Figure 4 shows a differential distribution of FNDC5/irisin between myofibers
with expression exclusively in IIA fibers.

Figure 4. Differential distribution of FNCD5/irisin in SOL muscle at P28, as determined by immuno-
histochemistry. Muscle fibers were identified in SOL muscle by the expression of MHC isoforms, and
sections were co-stained for FNDC5/irisin. Only type IIA fibers present a strong signal.
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2.3. SMR Increased Irisin Levels in Plasma and CSF

Irisin levels in plasma and CSF were compared with ELISA assays. In plasma, irisin
levels vary between 3 and 30 ng/mL. The level remained stable with age in CTRL animals
(Kruskal-Wallis p = 0.3997). On the other hand, in SMR animals, variations were observed
(p = 0.0097), with a significant difference between P8 and P15 (Dunn’s multiple comparison
test: p = 0.0023). A comparison of the CTRL and SMR values revealed an increase in
the irisin level at P8 (+32%, p = 0.0678), P21 (+50%, p < 0.05 p = 0.0609) and P28 (+24%
p = 0.0257), compared to age-matched controls. At P15, no difference (—3%, p = 0.8517) was
observed between the CRTL and SMR animals (Figure 5A). In CSF, the irisin levels were
between 1 and 8 ng/mL. No significant differences nor trends were observed for SMR with
respect to age-matched CTRL (Figure 5B), nor between ages within one group.
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Figure 5. Effects of SMR on plasma and CSF irisin concentrations. (A) Plasma and (B) CSF irisin
concentrations were determined by ELISA (ng/mL) in samples taken at P8, P15, P21 and P28. Each
point represents the value for a given animal. Results expressed as mean + S.E.M. Values were
compared by a Mann-Whitney test. * p < 0.05 vs. CTRL; t: trend vs. CTRL; ## p < 0.01 vs. P8.

2.4. SMR Had a Differential Impact on FNDC5/Irisin and BDNF Levels Depending on the
Cerebral Structures

FNDC5/irisin expression (Figure 6A) as well as BDNF (Figure 7A) expression were
detected by Western immunoblotting in the prefrontal cortex, sensorimotor cortex, hip-
pocampus and striatum at P8, P15, P21 and P28. Regarding FNDC5/irisin levels at P8,
no significant difference was observed between CTRL and SMR for the four brain struc-
tures. At P15, a significant increase in FNDC5/irisin was observed in the prefrontal cortex
(p < 0.05), hippocampus (p < 0.01) and striatum (p < 0.01) of SMR animals, but surprisingly,
no significant difference was found in the sensorimotor cortex. At P21, the FNDC5/irisin
level was significantly increased in the hippocampus of SMR animals (p < 0.05), while no
change was observed in the other structures. Finally, at P28, FNDC5/irisin expression was
significantly reduced in the prefrontal cortex of SMR animals (p < 0.05), with no significant
difference between the two groups for the other cerebral structures (Figure 6B).
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Figure 6. Effects of SMR on FNDC5/irisin levels in brain structures at different ages. Brain
FNDC5/irisin level was determined by Western blotting (A). FNDC5/irisin expression was calculated
as the ratio FNDC5/whole proteome (stain free) (B). a.u. = arbitrary unit. Each point represents
the value for a given animal. Results expressed as mean + S.E.M. *, p < 0.05; **, p < 0.01 vs. CTRL
(Mann-Whitney).

The comparison of males and females reveals a difference in the sensorimotor cortex
at P15 and P21, with a higher expression level in females (p < 0.05 and p < 0.01, respec-
tively). In contrast, values were lower in females in the striatum at P21 (p < 0.01) (see
Supplementary Table S3).

Regarding BDNF levels, no differences were observed between CTRL and SMR, ex-
cept in the hippocampus where BDNF expression was significantly increased for SMR
animals only at P8 (p < 0.05) (Figure 7B). In addition, no sex effect was detected
(Supplementary Table 54).
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Figure 7. Effects of SMR on BDNF levels in brain structures at different ages. Brain BDNF level
was determined by Western blotting (A). BDNF expression was calculated as the ratio BDNF/whole
proteome (stain free) (B). a.u. = arbitrary unit. Each point represents the value for a given animal.
Results are expressed as mean + S.E.M. *, p < 0.05 vs. CTRL (Mann-Whitney).

3. Discussion

Our objective was to determine whether SMR in rat pups alters the FNDC5/irisin
expression in various hind limb muscles, brain structures and fluids throughout develop-
ment from P8 to P28. The current investigation demonstrated that early SMR increased
FNDCS5 /irisin levels specifically in the SOL muscle, from P21 onwards. Within the brain,
SMR affected FNDC5/irisin expression in several structures as early as P15. The reported
changes were always toward an increase in the FNDC5 /irisin level, except in the prefrontal
cortex at P28 where a decrease was observed. Since FNDC5/irisin mediates the BDNF
expression levels, we also determined BDNF levels within the brain, and reported an
increase only in the hippocampus at P8.

3.1. Methodological Considerations

The duration of immobilization was limited to 16 h per day and the cast was removed
for 8 h during the light period to facilitate access to nipples and food intake, to allow
pups to receive maternal care, and to avoid any feet injury. Thus, the immobilization was
not continuous, potentially diminishing its impact. In addition, maternal behavior, such
as anogenital licking or attempt to remove the cast, may induce movement of the pups’
hindlimbs and, in consequence, may also influence the effectiveness of immobilization.
Consequently, our model should not be seen as replicating strict immobilization such as
casting in children, for example, but is more relevant to describing the effects of neurodevel-
opmental disorders associated with low levels of physical activity and poor somatosensory
interaction with the environment.
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3.2. FNDC5/Irisin Levels Are Increased in SMR Pups

Myokines are secreted by skeletal muscles in response to physical activity [12] and are
therefore also called “exerkines”. Previous studies provided evidence for an increase in
the expression of this molecule in response to muscle contraction. Circulating levels were
increased after a 3-week training course in a running wheel [12] or a 8-week swimming
training course in adult rodents [21]. Exercise also upregulated Fndc5 mRNA in the
quadricep muscles of adult mice that had access to a running wheel [22], whereas mRNA
levels were decreased in response to hindlimb unloading [23]. Surprisingly, our study did
not report a decrease in the FNDC5/irisin protein level in SMR rats, and the increased
expression in SOL muscle, plasma and various cerebral structures in response to SMR did
not fit our working hypothesis.

This FNDC5/irisin increase in the SOL appears from P15, the age at which animals
almost present a mature posture. The immobilization of the hindquarter in an extended
position in SMR animals prevents postural support and induces severe muscle atrophy. In
view of muscular atrophy, we can suspect that postural control during the 8 h period of
resumed activity requires a higher muscular demand. In addition, it has been shown previ-
ously that SMR pups develop toe walking due to ankle overextension. Their postural and
locomotor features suggest the presence of spasticity [8]. Thus, the unexpected increase in
the FNDC5/irisin level in SMR rats might be the consequence of the paradoxical increased
activity of SOL during the 8 h period of activity.

Beyond muscle activity per se, Tsuchiya et al. [24] have shown that the increase in the
irisin level was greater during exercise associated with marked muscle damage than during
exercise with less muscle damage. It cannot be excluded that hindlimb movements caused
fiber injury in the SOL immobilized in the shortened position. To sustain this hypothesis,
Delcour et al. [8] have reported increased Pax7 labeling in the SOL agonist gastrocnemius,
suggesting an increase in satellite cells in response to SMR.

Noteworthily, increased plasma levels have already been reported in humans after a
14-day episode of strict inactivity (bed-rest) [25]. These authors supported the idea that
FNDCS5/irisin is synthetized by adipose tissue rather than muscle. Similarly, in rats, a
recent study showed a higher level in sedentary animals than in exercised ones, but the
study was conducted in obese rats [26], which displayed higher levels of FNDC5/irisin
than control rats, suggesting that FNDC5/irisin also originated from adipose tissue. Yet, an
increased production from adipose tissue cannot explain why FNDC5/irisin levels were
increased specifically in SOL muscle and not in EDL or TA.

Finally, it is unlikely that the increased FNDC5/irisin level is due to the higher activity
of the pups during the 8 h period of activity since the myokine levels should thus be
increased in all muscles, but not specifically in the slow-twitch postural SOL, especially
since EDL and TA muscles have more IIA fibers than SOL.

3.3. Kinetics of FNDCb5/Irisin Expression Level

We have shown that the FNDC5/irisin level in the SOL varies greatly during develop-
ment, with low levels at birth and at P28 and a peak at P15. Such a bell-shaped curve is also
observed in the rat L6 myoblast cell line grown in culture [27] or in cardiac muscle in vivo,
where PGCla, a factor involved in myokine secretion, is expressed [28]. An interesting find-
ing is the peak expression around P15. The second postnatal week is considered a critical
period for motor development, during which young rats are most sensitive to disuse [29].
This corresponds to the elimination of polyinnervation [30,31] and to the acquisition of
a mature posture and complex motor acts [32]. We [33] and others [34] have shown that
motor maturation is delayed in animals subjected to hindlimb movement restriction. For
instance, postural control is achieved at P15 in control rats, but delayed until P20 in SMR
animals [33]. We cannot exclude the hypothesis that the kinetics of FNDC5/irisin secretion
are also delayed, with a peak occurring a few days later in SMR than in CTRL rats.

Indeed, in SMR pups, we observed an initial increase of irisin in plasma at PS8, in-
dependent of SOL FNDC5/irisin expression, and a second increase occurred at P21/P28,
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correlating with the increased FNDC5/irisin level in SOL muscle. Since IIA myofibers
exhibit the highest FNDC5/irisin expression level at P28, it could conceivably be hy-
pothesized that myokine expression follows phenotypic maturation. In fact, it is yet not
clear whether muscle maturation determines the irisin secretion level or depends on the
FNDCS5/irisin level. This specific localization is in accordance with the highest content of
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1 alpha (PGC-1«x), which is
known to trigger Fndcb expression in type IIA fibers [35,36]. Several studies indicate that
SOL myofibers exhibiting an MHC IIA isoform are almost absent at birth (0-2% of muscle
fibers) [37-39] and that their number gradually increases to reach a plateau at around P20.
The kinetics of FNDC5 /irisin expression do not follow the curve of IIA fibers” appearance.
Consequently, the maturation of the muscle phenotype does not appear to be the only
factor that explains the increase in the FNDC5/irisin level. On the other hand, a recent
study performed on C2C12 cells suggests that FNDC5/irisin might be involved in the
regulation of the muscle fiber type [40]. The overexpression of FNDC5/irisin in C2C12
myotubes increased MHC IIA mRNA, whereas a downregulation decreased its expression.
We have shown that SOL muscle from SMR rats has a higher proportion of MHC IIA at
P28 [7]. This could be explained by the increased expression of FNDC5/irisin in this muscle
during the first weeks after birth, considered as a critical period for attaining the adult
MHC phenotype [37].

3.4. Muscle—Brain Dialogue

Besides its direct role on muscle, irisin is also well known to exert its effects on the
brain and is now considered as one of the molecules mediating the beneficial effects of
exercise on the brain [16,17]. The increase in the FNDC5/irisin level at P15 in SMR pups
in several brain areas is likely to be of a peripheral origin since circulating levels are also
enhanced. We did not detect any change in irisin levels in the CSE. However, these data
must be interpreted with caution because very low levels were detected in both groups
(approximately 3 ng/mL), i.e., close to the detection limit of the ELISA kit. However,
endogen production by the brain itself cannot be excluded. Indeed, a 30-day endurance
training course in mice resulted in the increased expression of Fndc5 and Bdnf genes in the
hippocampus [20], suggesting that FNCD?5 is also expressed in the brain.

One striking result is the lack of change in FNDC5/irisin level within the sensori-
motor cortex. Noteworthily, daily casting pups” hindlimbs severely reduced in their limb
movements and somatosensory input (both tactile and proprioceptive). Consequently, the
topographical organization of both sensory and motor cortices and neuronal properties
were degraded, and the glutamatergic neurotransmission was increased as well [9].

The structure that displayed the greatest changes was the hippocampus, a structure
involved in learning and memory. The hippocampus is particularly sensitive to the ben-
eficial effects of exercise and several studies have provided evidence for morphological
changes, such as the facilitation of long-term synaptic potentiation (LTP)-related pathways
and increased neurogenesis, and suggested that FNDC5/irisin mediates these benefits [41].

We also performed BDNF assays in the brain, as irisin is known to induce BDNF
expression [20]. We observed a small increase in the hippocampus at P8, which could be
caused by the increased plasma level. However, at later ages (P21 and P28), there was no
change in the cerebral BDNF despite the increase in the irisin plasma level. The stability
of the BDNF level in brain areas may be explained by the fact that BDNF expression is
regulated by other endocrine factors (such as insulin-like growth factor 1—IGF-1) and
also by neuronal activity and cerebral blood flow [42]. For instance, in adult rats, a
decrease in sensorimotor activity is accompanied by a decrease in the brain IGF-1 level [43],
another factor known to induce BDNF expression [44]. Moreover, Park et al. [45] have
shown that increased blood lactate released from skeletal muscle may induce hippocampal
BDNF expression. It is, therefore, conceivable that the muscle-brain dialogue may not be
fully effective during early development. Taken together, further work is needed to fully
understand the muscle-brain dialogue during disuse and especially during development.
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To conclude, our results suggest that SMR at the early stage of development affects the
FNDC5/irisin level in a muscle involved in postural activity, but has only limited effects on
BDNF expression in the brain. The increase in FNDC5/irisin expression in the SOL could
be considered as a homeostatic mechanism to limit the deleterious consequences of early
SMR. Indeed, it is well established that in adult mice, FNDC5/irisin exerts a trophic effect
on the muscle in an autocrine manner, increasing muscle mass and strength [46], although
Farrash et al. [47] reported no anabolic effect in response to ENDC5/irisin overexpression
by an electrotransfer. Our results support the involvement of myokines in muscle function,
but whether myokines play a role in cerebral BDNF modulation and in cognitive function
during development should be investigated. Then, further studies are necessary to evaluate
the impacts of RSM on motor activity in cognitive function.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

Experiments were performed on CD-Sprague-Dawley rats purchased from Charles
River Laboratories (L'Arbresle, France). Animals were housed in standard conditions
(51% humidity, 22 °C and 12 h light-dark cycle), with access to food and water ad libitum.
Following a 7-day acclimatization, a male was placed in a cage with 2 females each evening.
Litters were obtained as already described [33]. Briefly, after mating with a male rat,
pregnant female rats were housed in individual cages. At parturition (P1), litter size was
adjusted to 10 pups per dam and litters were assigned to control (CTRL) or sensorimotor
restriction (SMR) group. Thus, all pups within one litter were devoted to the same group.
Body weight of pups was assessed daily from P1 to P28.

Given that maternal behavior can affect pup movements, we took care to include pups
from at least two different litters on each day of analysis. We used a total of 144 CTRL and
138 SMR rats, obtained from, respectively, 18 and 18 litters. At P8, P15 and P21, muscle and
brain data were obtained from 20 pups (10 CTRL from 2 litters and 10 SMR from 2 litters)
for each developmental stage, for a total of 60 rats from 12 litters. At P28, muscle and brain
samples were issued from different animals. Muscles were obtained from 16 CTRL rats and
15 SMR ones (3 and 3 litters, respectively), whereas brain samples were taken from 10 CTRL
and 10 SMR rats (from 2 and 2 litters, respectively), for a total of 51 rats and 8 litters at P28.
Blood and LCS samples were taken from some rats used for muscle analysis, but sometimes
we had no sample or the volume was too small. We therefore used samples obtained from
other rats of the same litters or from additional litters. The number of additional rats for
CTRL group is 27 at P8 (4 litters), 23 at P15 (4), 9 at P21 (2) and 29 at P28 (4) and for SMR
group, 26 at P8 (4 litters), 26 at P15 (5), 18 at P21 (3) and 13 at P28 (3).

4.2. HindLimb Immobilization

In the SMR group, pups were subjected to transient hindlimb immobilization from
P1 to P28 for 16 h/day during the dark phase [33]. Briefly, hindlimbs gently bounded
together with medical tape were immobilized in extended position from 16 PM to 8 AM
with a cast, whose size was adapted to the pup growth. After casting, pups were returned
to their mother. The casts did not prevent pups from urinating, defecating or receiving
maternal care. The casts were then removed from 8 AM to 16 PM so that pups could move
freely for 8 h/day. Protocols were optimized in order to minimize mother/pups separation,
which did not exceed 15 min per day. CTRL pups were also separated from the mother and
handled in equal proportions.

4.3. Tissue Sampling

Samples were taken at different ages: P8, P15, P21 and P28. After anesthesia with
isoflurane (3% induction in 1.4 L/min air), animals received a lethal injection of T61
(MSD Animal Health) (0.3 mL/kg of body weight, intraperitoneal). CSF was collected
using a syringe from the cerebellar—-medullary cistern. Blood was collected in heparinized
tubes directly by cardiac puncture after the opening of the thoracic cavity. Rats were
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exsanguinated with an intracardiac perfusion of 0.9% ice-cold NaCl. After craniotomy,
sensorimotor cortex, prefrontal cortex, hippocampus and striatum, as well as soleus (SOL),
extensor digitorum longus (EDL) and tibialis anterior (TA) muscles, were removed, weighed
and placed in cryotubes and directly frozen in liquid nitrogen. CSF, muscle and brain
samples were stored at —80 °C. After centrifugation of the blood samples (4000 rpm,
10 min, 4 °C), plasma was collected and stored at —20 °C.

4.4. Protein Isolation

Muscle samples were pounded into powder. Muscle and brain samples were weighed.
Samples were introduced into a RIPA solubilization buffer (10 mM Tris/HCl, pH 7.4,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% T-X100, 0.5% Na+ deoxycholate, 0.1% SDS) containing a
cocktail of anti-proteases (EDTA-free protease inhibitor cocktail, cat# 11873580001, Roche,
Basel, Switzerland) and anti-phosphatases (PhosStop, cat# 04906837001, Roche), according
to 10 pL of buffer/mg of tissue. Sonication was then carried out on all the cell lysates before
homogenization for 1 h at 4 °C and with slow stirring. After centrifugation (13,000 rpm,
10 min, 4 °C), the supernatants (protein fractions solubilized from the tissues) were col-
lected and stored at —20 °C. Protein concentrations were calculated using the Bradford
method (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, cat#5000006, Biorad, Marnes-La-Coquette,
France).

4.5. SDS-PAGE and Western Blotting

Solubilized protein fractions from tissues were diluted in Laemmli buffer (Tris/HCI
62.5 mM, pH 6.8, 10% glycerol, 2% SDS, 5% {3-mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue)
and denatured at 95 °C for 10 min.

Proteins were separated on pre-cast polyacrylamide gels (Criterion TGX Stain Free,
Any kD, 18 well, cat#5678124, Biorad) with migration buffer (Tris base 25 mM, Glycine
190 mM, SDS 0.1%) at a constant voltage of 280 mV. Proteins were visualized after activation
by an UV imager (ChemiDoc MP, Biorad). Image obtained was used to standardize results
obtained following Western blots.

For muscle samples, protein transfer was carried out on a 0.2 um nitrocellulose mem-
brane (Trans—Blot® TurboTM RTA Midi Nitrocellulose Transfer Kit, cat#1704271, Biorad)
with a constant voltage of 25 V for 10 min in a Transblot Turbo Transfer System (cat# 1704150,
Biorad). For brain samples, protein transfer was carried out on a 0.2 um polyvinylidene
fluoride membrane (Immun-Blot® PVDF Membrane, cat#1620175, Biorad) in a transfer
buffer (NaHCO3 10 mM, Nap,CO3 3 mM, methanol 20%) by applying a constant amperage
of 200 mA for 2 h with stirring and in a tank connected to a cooling system. For both
techniques, transfer efficiency was then evaluated by acquiring the image of proteins with
UV imager (ChemiDoc MP, Biorad).

After transfer, membrane was washed in TBS-Tween (Tris/HCI 15 mM, pH 7.6, NaCl
140 mM, Tween-20 0.05%) and then incubated in a saturation solution containing 5% non-fat
dry milk in 0.05% TBS-Tween, for 1 h, at room temperature. Once saturated, membrane
was incubated with the primary antibody, overnight, at 4 °C, under agitation: rabbit
monoclonal anti-FNDC5 antibody (1:1000 diluted in 5% milk with TBS-Tween, ab174833,
Abcam, Paris, France) or rabbit monoclonal anti-BDNF antibody (1:3000 diluted in 5% milk
with TBS-Tween, ab108319, Abcam, Cambridge, UK). Antibody saturation and incubation
conditions (dilution, time and temperature) were optimized for each antibody. Membrane
was then washed 3 x 10 min with 0.05% TBS-Tween, under agitation. The secondary
antibody was incubated for 2 h, at room temperature, under agitation: HRP anti-rabbit
antibody (1:2000, diluted in 5% milk with TBS-Tween, 7074, Cell Signaling Technology,
Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France). Finally, membrane was washed again for
3 x 10 min with 0.05% TBS-Tween, under agitation.

Finally, membrane was incubated for 5 min, in the dark, in ECL reagent (ClarityTM
Western ECL Substrate, cat#1705061, BioRad). Acquisition of chemiluminescent signal was
carried out with the Chemidoc MP imager. Signals obtained were analyzed and quantified
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using the Image Lab software 6.1 (Biorad). Normalization of protein signal intensities was
carried out following quantification of respective total protein levels on Stain-Free images.

4.6. ELISA Assay

Blood and CSF irisin concentrations were analyzed using enzyme-linked immunosor-
bent assays (ELISA). Commercial ELISA kit was used (EK-067-29, Phoenix Pharmaceuticals,
Strasbourg, France) following the manufacturer’s instructions. Since blood and CSF volume
were sometimes not sufficient for analysis (in particular at P8), samples from 2 or 3 pups of
the same litter were sometimes pooled.

4.7. Immunohistochemistry

Immunofluorescent staining was carried out on frozen muscle sections (10 um). In
summary, sections were incubated for 60 min at room temperature with BSA (Bovine
Serum Albumine, Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) diluted to 3% in PBS
(Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich). They were then incubated for 60 min with a
primary antibody cocktail containing FNDC5 (1:200, ab174833, Abcam) and MHC I or MHC
ITA antibodies (1:200, BA-D5 or SC-71, respectively, DSHB) at 37 °C, followed by three
rinses. Fluorescence-conjugated secondary antibodies (Alexa Fluor 488 and Alexa fluor
555 (1:250, A11008 and A21422, respectively, Thermofischer, Villebon-sur-Yvette, France) or
Alexa fluor 647 (1:250, 1090-31, Southern Biotech, Clinisciences, Nanterre, France)) were
applied for 30 min at 37 °C in obscurity, followed by three rinses. Finally, the sections were
mounted in ProLong Gold Antifade Mountant (P36934, Invitrogen, Villebon-sur-Yvette,
France) and coverslipped. Images were acquired using a Leica DMIS8 inverted microscope,
fitted with an automated motorized platform for mosaic imaging with the LAS X software
(https:/ /imillermicroscopes.com/pages/software-download accessed on 4 February 2024,
Leica, Nanterre, France).

4.8. Data Analysis

Data normality was determined with the Shapiro-Wilk test. When normality and
homogeneity of variance were satisfied, differences between experimental groups were an-
alyzed by parametric t-test, ANOVA followed by Tukey post hoc test, or two-way ANOVA
followed by Sidak multiple comparison test. Otherwise, a non-parametric Mann-Whitney
or Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post hoc test was used. n-values and statistical tests
are reported in the figure legends. Outliers that were more than two standard deviations
away from the mean were removed, as they likely resulted from technical errors. Results
were expressed as the mean & SEM. Statistical analyses were performed using Prism (ver-
sion 7) software (Graphpad, San Diego, CA, USA). Values of p < 0.05 were considered
statistically significant.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ijms25073918 /s1.

Author Contributions: Conceptualization, M.-H.C. and E.D.; Data curation, O.D. and ]J.G.; Formal
analysis, O.D., M.-H.C. and E.D.; Funding acquisition, M.-H.C. and E.D.; Investigation, O.D., ].G.
and M.V.G.; Methodology, P.G., ].-O.C., M.-H.C. and E.D.; Project administration, M.-H.C. and
E.D.; Resources, O.D., ].G. and E.D.; Supervision, M.-H.C. and E.D.; Validation, M.-H.C. and E.D.;
Visualization, O.D., J.G. and E.D.; Writing—original draft, O.D.; Writing—review and editing, P.G.,
J.-O.C.,,M.-H.C. and E.D. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This study was funded by Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche and
Lille University.

Institutional Review Board Statement: The study was conducted in accordance with the recom-
mendation of the European Communities Council Directive 2010/63/UE and received agreement of
the Regional Committee on the Ethics of Animal Experiments of Région Hauts de France (CEEA 75,
reference number: APAFIS#2021-020818231865). All efforts were made to minimize the number of
animals and their suffering.

164



Résultats — Etude 3

Int. ]. Mol. Sci. 2024, 25, 3918 14 of 15

References

1. Sale, A.; Berardi, N.; Maffei, L. Environment and brain plasticity: Towards an endogenous pharmacotherapy. Physiol. Rev. 2014,
94, 189-234. [CrossRef] [PubMed]

2. Paquet, A; Olliac, B.; Golse, B.; Vaivre-Douret, L. Nature of motor impairments in autism spectrum disorder: A comparison with
developmental coordination disorder. J. Clin. Exp. Neuropsychol. 2019, 41, 1-14. [CrossRef] [PubMed]

3. Vaivre-Douret, L.; Lalanne, C.; Golse, B. Developmental Coordination Disorder, An Umbrella Term for Motor Impairments in
Children: Nature and Co-Morbid Disorders. Front. Psychol. 2016, 7, 178215. [CrossRef]

4. Zwicker, ].G.; Missiuna, C.; Harris, S.R.; Boyd, L.A. Developmental coordination disorder: A review and update. Eur. ]. Paediatr.
Neurol. EJPN Off. |. Eur. Paediatr. Neurol. Soc. 2012, 16, 573-581. [CrossRef] [PubMed]

5. Antolini, G.; Colizzi, M. Where Do Neurodevelopmental Disorders Go? Casting the Eye Away from Childhood towards
Adulthood. Healthcare 2023, 11, 1015. [CrossRef]

6. Carson, V.; Zhang, Z.; Predy, M.; Pritchard, L.; Hesketh, K.D. Adherence to Canadian 24-Hour Movement Guidelines among
infants and associations with development: A longitudinal study. Int. J. Behav. Nutr. Phys. Act. 2022, 19, 154. [CrossRef] [PubMed]

7. Canu, M.H.; Montel, V.; Dereumetz, J.; Marqueste, T.; Decherchi, P.; Coq, ].O.; Dupont, E.; Bastide, B. Early movement restriction
deteriorates motor function and soleus muscle physiology. Exp. Neurol. 2022, 347, 113886. [CrossRef] [PubMed]

8. Delcour, M.; Massicotte, V.S.; Russier, M.; Bras, H.; Peyronnet, J.; Canu, M.H.; Cayetanot, F.; Barbe, M.F,; Coq, ].O. Early movement
restriction leads to enduring disorders in muscle and locomotion. Brain Pathol. 2018, 28, 889-901. [CrossRef]

9. Delcour, M.; Russier, M.; Castets, F.; Turle-Lorenzo, N.; Canu, M.H.; Cayetanot, F.; Barbe, M.F,; Coq, ]J.O. Early movement
restriction leads to maladaptive plasticity in the sensorimotor cortex and to movement disorders. Sci. Rep. 2018, 8, 16328.
[CrossRef]

10. Canu, M.H.; Fourneau, J.; Coq, J.O.; Dannhoffer, L.; Cieniewski-Bernard, C.; Stevens, L.; Bastide, B.; Dupont, E. Interplay between
hypoactivity, muscle properties and motor command: How to escape the vicious deconditioning circle? Ann. Phys. Rehabil. Med.
2019, 62, 122-127. [CrossRef]

11. Pedersen, B.K.; Febbraio, M.A. Muscles, exercise and obesity: Skeletal muscle as a secretory organ. Nat. Rev. Endocrinol. 2012, 8,
457-465. [CrossRef] [PubMed]

12.  Bostrom, P.; Wu, J.; Jedrychowski, M.P.; Korde, A.; Ye, L.; Lo, J.C.; Rasbach, K.A.; Bostrom, E.A.; Choi, ].H.; Long, ].Z,; et al.
A PGCl-alpha-dependent myokine that drives brown-fat-like development of white fat and thermogenesis. Nature 2012, 481,
463-468. [CrossRef] [PubMed]

13.  Waseem, R.; Shamsi, A.; Mohammad, T.; Hassan, M.1.; Kazim, S.N.; Chaudhary, A.A.; Rudayni, H.A.; Al-Zharani, M.; Ahmad, E;
Islam, A. FNDC5/Irisin: Physiology and Pathophysiology. Molecules 2022, 27, 1118. [CrossRef]

14. Kazeminasab, F.; Sadeghi, E.; Afshari-Safavi, A. Comparative Impact of Various Exercises on Circulating Irisin in Healthy Subjects:
A Systematic Review and Network Meta-Analysis. Oxidative Med. Cell. Longev. 2022, 2022, 8235809. [CrossRef] [PubMed]

15.  Zhao, R. Irisin at the crossroads of inter-organ communications: Challenge and implications. Front. Endocrinol. 2022, 13, 989135.
[CrossRef] [PubMed]

16. Islam, M.R;; Valaris, S.; Young, M.E,; Haley, E.B.; Luo, R.; Bond, S.F.,; Mazuera, S.; Kitchen, R.R.; Caldarone, B.].; Bettio, L.E.B.; et al.
Exercise hormone irisin is a critical regulator of cognitive function. Nat. Metab. 2021, 3, 1058-1070. [CrossRef] [PubMed]

17.  Lourenco, M.V,; Frozza, R.L.; de Freitas, G.B.; Zhang, H.; Kincheski, G.C.; Ribeiro, EC.; Goncalves, R.A ; Clarke, ].R.; Beckman, D.;
Staniszewski, A.; et al. Exercise-linked FNDC5/irisin rescues synaptic plasticity and memory defects in Alzheimer’s models. Nat.
Med. 2019, 25, 165-175. [CrossRef] [PubMed]

18. Siteneski, A.; Cunha, M.P; Lieberknecht, V.; Pazini, FL.; Gruhn, K.; Brocardo, P.S.; Rodrigues, A.L.S. Central irisin administration
affords antidepressant-like effect and modulates neuroplasticity-related genes in the hippocampus and prefrontal cortex of mice.
Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry 2018, 84 Pt A, 294-303. [CrossRef]

19. Li, DJ,;Li, YH. Yuan, H.B.; Qu, L.F; Wang, P. The novel exercise-induced hormone irisin protects against neuronal injury via
activation of the Akt and ERK1/2 signaling pathways and contributes to the neuroprotection of physical exercise in cerebral
ischemia. Metab. Clin. Exp. 2017, 68, 31-42. [CrossRef]

20. Wrann, C.D.; White, ].P,; Salogiannnis, J.; Laznik-Bogoslavski, D.; Wu, J.; Ma, D.; Lin, ].D.; Greenberg, M.E.; Spiegelman, B.M.
Exercise induces hippocampal BDNF through a PGC-1alpha/FNDC5 pathway. Cell Metab. 2013, 18, 649-659. [CrossRef]

21. Lu, Y, Li, H; Shen, SW.; Shen, Z.H.; Xu, M,; Yang, C.J.; Li, F; Feng, Y.B.; Yun, ].T.; Wang, L.; et al. Swimming exercise increases
serum irisin level and reduces body fat mass in high-fat-diet fed Wistar rats. Lipids Health Dis. 2016, 15, 93. [CrossRef] [PubMed]

22.  Morton, T.L.; Galior, K.; McGrath, C.; Wu, X; Uzer, G.; Uzer, G.B,; Sen, B.; Xie, Z.; Tyson, D.; Rubin, J.; et al. Exercise Increases and

Data Availability Statement: The raw data supporting the conclusions of this article will be made
available by the authors on request.

Acknowledgments: Experiments were performed in the Eurasport facility of Lille University. The
authors are grateful to Maud Arnoult (undergraduate student) for her technical help and to Valérie
Montel and Julie Dereumetz for animal care.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest.

Browns Muscle Lipid in High-Fat Diet-Fed Mice. Front. Endocrinol. 2016, 7, 80. [CrossRef] [PubMed]

165



Résultats — Etude 3

Int. J. Mol. Sci. 2024, 25,3918 150f 15

23. Kawao, N.; Moritake, A.; Tatsumi, K.; Kaji, H. Roles of Irisin in the Linkage from Muscle to Bone During Mechanical Unloading
in Mice. Calcif. Tissue Int. 2018, 103, 24-34. [CrossRef] [PubMed]

24. Tsuchiya, Y.; Mizuno, S.; Goto, K. Irisin response to downhill running exercise in humans. J. Exerc. Nutr. Biochem. 2018, 22, 12-17.
[CrossRef] [PubMed]

25. D’Amuri, A.; Sanz, ].M.; Lazzer, S.; PiSot, R.; Simunig, B.; Biolo, G.; Zuliani, G.; Gasparini, M.; Narici, M.; Grassi, B.; et al. Irisin
Attenuates Muscle Impairment during Bed Rest through Muscle-Adipose Tissue Crosstalk. Biology 2022, 11, 999. [CrossRef]
[PubMed]

26. Furino, V.O.; Alves, ].M.; Marine, D.A.; Sene-Fiorese, M.; Rodrigues, C.; Arrais-Lima, C.; Mattiello, S.M.; de Castro, C.A.; Borra,
R.C.; Rocha, M.C,; et al. Dietary Intervention, When Not Associated With Exercise, Upregulates Irisin/FNDC5 While Reducing
Visceral Adiposity Markers in Obese Rats. Front. Physiol. 2021, 12, 564963. [CrossRef] [PubMed]

27. Lavi, G.; Horwitz, A.; Einstein, O.; Zipori, R.; Gross, O.; Birk, R. Fndc5/irisin is regulated by myogenesis stage, irisin, muscle type
and training. Am. |. Transl. Res. 2022, 14, 7063-7079. [PubMed]

28. Buroker, N.E.; Ning, X.H.; Portman, M. Cardiac PPARalpha Protein Expression is Constant as Alternate Nuclear Receptors and
PGC-1 Coordinately Increase During the Postnatal Metabolic Transition. PPAR Res. 2008, 2008, 279531. [CrossRef]

29. Walton, K.D.; Lieberman, D.; Llinas, A.; Begin, M.; Llinas, R.R. Identification of a critical period for motor development in
neonatal rats. Neuroscience 1992, 51, 763-767. [CrossRef]

30. Bloch-Gallego, E. Mechanisms controlling neuromuscular junction stability. Cell Mol. Life Sci. 2015, 72, 1029-1043. [CrossRef]

31. Jansen, ].K,; Fladby, T. The perinatal reorganization of the innervation of skeletal muscle in mammals. Prog. Neurobiol. 1990, 34,
39-90. [CrossRef] [PubMed]

32. Geisler, H.C.; Westerga, J.; Gramsbergen, A. Development of posture in the rat. Acta Neurobiol. Exp. 1993, 53, 517-523.

33.  Dupuis, O.; Van Gaever, M.; Montel, V.; Dereumetz, J.; Coq, J.O.; Canu, M.H.; Dupont, E. Early movement restriction affects the
acquisition of neurodevelopmental reflexes in rat pups. Brain Res. 2024, 1828, 148773. [CrossRef] [PubMed]

34. Ho, D,; Sanches, E.F; Sizonenko, S.V. Early neurodevelopmental reflex impairments in a rodent model of cerebral palsy. Int. J.
Dev. Neurosci. 2022, 82, 815-823. [CrossRef] [PubMed]

35.  Gouspillou, G.; Sgarioto, N.; Norris, B.; Barbat-Artigas, S.; Aubertin-Leheudre, M.; Morais, ].A.; Burelle, Y.; Taivassalo, T.; Hepple,
R.T. The relationship between muscle fiber type-specific PGC-1a content and mitochondrial content varies between rodent
models and humans. PLoS ONE 2014, 9, €103044. [CrossRef] [PubMed]

36. Yang, X.Y.; Tse, M.C.L,; Hu, X; Jia, WH.; Du, G.H.; Chan, C.B. Interaction of CREB and PGC-1alpha Induces Fibronectin Type III
Domain-Containing Protein 5 Expression in C2C12 Myotubes. Cell Physiol. Biochem. 2018, 50, 1574-1584. [CrossRef] [PubMed]

37. Adams, G.R.; McCue, S.A.; Zeng, M.; Baldwin, K.M. Time course of myosin heavy chain transitions in neonatal rats: Importance
of innervation and thyroid state. Am. J. Physiol. 1999, 276 Pt 2, R954-R961. [CrossRef] [PubMed]

38. Picquet, E; Stevens, L.; Butler-Browne, G.S.; Mounier, Y. Contractile properties and myosin heavy chain composition of newborn
rat soleus muscles at different stages of postnatal development. |. Muscle Res. Cell Motil. 1997, 18, 71-79. [CrossRef]

39. Punkt, K; Naupert, A.; Asmussen, G. Differentiation of rat skeletal muscle fibres during development and ageing. Acta Histochem.
2004, 106, 145-154. [CrossRef]

40. Men, X.M.; Xu, ZW.; Tao, X.; Deng, B.; Qi, KK. FNDC5 expression closely correlates with muscle fiber types in porcine
longissimus dorsi muscle and regulates myosin heavy chains (MyHCs) mRNA expression in C2C12 cells. Peer] 2021, 9, €11065.
[CrossRef]

41. Vints, W.A],; Levin, O.; Fujiyama, H.; Verbunt, J.; Masiulis, N. Exerkines and long-term synaptic potentiation: Mechanisms of
exercise-induced neuroplasticity. Front. Neuroendocr. 2022, 66, 100993. [CrossRef] [PubMed]

42.  Cefis, M,; Chaney, R.; Wirtz, ].; Méloux, A.; Quirié, A.; Leger, C.; Prigent-Tessier, A.; Garnier, P. Molecular mechanisms underlying
physical exercise-induced brain BDNF overproduction. Front. Mol. Neurosci. 2023, 16, 1275924. [CrossRef] [PubMed]

43. Mysoet, J.; Canu, M.H.; Cieniewski-Bernard, C.; Bastide, B.; Dupont, E. Hypoactivity affects IGF-1 level and PI3K/AKT signaling
pathway in cerebral structures implied in motor control. PLoS ONE 2014, 9, €107631. [CrossRef] [PubMed]

44. Ding, Q.; Vaynman, S.; Akhavan, M.; Ying, Z.; Gomez-Pinilla, F. Insulin-like growth factor I interfaces with brain-derived
neurotrophic factor-mediated synaptic plasticity to modulate aspects of exercise-induced cognitive function. Neuroscience 2006,
140, 823-833. [CrossRef] [PubMed]

45. Park, ].; Kim, J.; Mikami, T. Exercise-Induced Lactate Release Mediates Mitochondrial Biogenesis in the Hippocampus of Mice via
Monocarboxylate Transporters. Front. Physiol. 2021, 12, 736905. [CrossRef] [PubMed]

46. Reza, M.M.; Subramaniyam, N.; Sim, C.M.; Ge, X.; Sathiakumar, D.; McFarlane, C.; Sharma, M.; Kambadur, R. Irisin is a pro-
myogenic factor that induces skeletal muscle hypertrophy and rescues denervation-induced atrophy. Nat. Commun. 2017, 8, 1104.
[CrossRef]

47. Farrash, W.; Brook, M.; Crossland, H.; Phillips, B.E.; Cegielski, ].; Wilkinson, D.J.; Constantin-Teodosiu, D.; Greenhaff, P.L.; Smith,

K.; Cleasby, M.; et al. Impacts of rat hindlimb Fndc5/irisin overexpression on muscle and adipose tissue metabolism. Am. .
Physiol. Endocrinol. Metab. 2020, 318, E943-E955. [CrossRef]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.

166



Résultats — Etude 3

V) Résultats complémentaires

Dans le cadre de cette étude, des expérimentations complémentaires ont été menées :

e Détermination des taux de FNDC5/irisine dans le muscle gastrocnemius (GAST) et le
cervelet ;
e Détermination des taux de BDNF dans le cervelet ;
e Détermination des taux de cathepsine B dans les muscles des pattes postérieures (SOL,
EDL, TA, GAST).
Les taux de ces différentes protéines ont été déterminés par western blot.
Initialement, I'expression de FNDC5/irisine, BDNF et cathepsine B a été déterminée dans les
structures musculaires et cérébrales d’animaux des deux sexes. La plupart des données n’ont montré
aucune différence entre les deux sexes. C'est pourquoi, les animaux males et femelles ont été

regroupés. Toutefois, I'analyse ANOVA avec effet SEXE et effet GROUPE a été réalisée.

A) Impact d’une situation de RSM sur les taux de FNDC5/irisine

dans le gastrocnemius

Les taux de FNDC5/irisine ont été déterminés dans le muscle GAST (fléchisseur du genou,
phénotype rapide) a P8, P15, P21 et P28 (figure 51-A). Aucune différence significative n’est observée
entre les animaux CTRL et RSM quel que soit I'age (figure 51-B). Ainsi, tout comme dans les muscles
EDL et TA, la RSM n’induit pas de modifications des taux de FNDC5/irisine dans le muscle GAST. Les

effets SEXE et GROUPE sont présentés dans le tableau 8. Un effet SEXE est uniquement retrouvé a P15.

Figure 51 : Impact d’une situation de RSM sur 'expression de FNDC5/irisine dans le muscle GAST a différents
dges.

Le taux de FNDC5/irisine musculaire a été déterminé par Western Blot (A). L’expression de FNDC5/irisine a été
calculée selon le ratio FNDC5/protéome total (stain free) (B). u.a. = unité arbitraire. Chaque point représente la
valeur pour un animal donné. Les données du groupe RSM sont normalisées par rapport au groupe CTRL. Résultats
exprimés en moyenne + S.E.M.
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Tableau 8 : Taux de FNDC5/irisine dans le muscle GAST par sexe et par groupe, valeur P pour les effets sexe et groupe
Le taux de FNDC5/irisine a été déterminé par Western Blot et exprimé par rapport aux animaux CTRL mdles Résultats
exprimés en moyenne + S.E.M. Les valeurs ont été analysées par une two-way ANOVA (post-hoc de Tukey). *p<0.05,
**p<0.01 vs. mdle du méme groupe.

B) Impact d’une situation de RSM sur les taux de FNDC5/irisine et

BDNF dans le cervelet

Dans le cervelet, une autre structure cérébrale impliquée dans les fonctions motrices, aucune
différence significative entre CTRL et RSM n’est observée pour I'expression de FNDC5/irisine (figure
52-A) et de BDNF (figure 53-A), quel que soit I'age. Ainsi, tout comme dans le cortex sensorimoteur, la
RSM n’induit aucune modification des taux de FNDC5/irisine et de BDNF dans le cervelet (figure 52-B

et figure 53-B).

Figure 52 : Impact d’une situation de RSM sur les taux de FNDC5/irisine dans le cervelet a différents éges.

Le taux de FNDC5/irisine cérébral a été déterminé par Western Blot (A). L’expression de FNDC5/irisine a été calculé
selon le ratio FNDC5/protéome total (stain free) (B). u.a. = unité arbitraire. Chaque point représente la valeur pour un
animal donné. Les données du groupe RSM sont normalisées par rapport au groupe CTRL. Résultats exprimés en
moyenne + S.E.M.
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Figure 53 : Impact d’une situation de RSM sur les taux de BDNF dans le cervelet a différents dges.

Le taux de BDNF cérébral a été déterminé par Western Blot (A). L’expression de BDNF a été calculé selon le ratio
BDNF/protéome total (stain free) (B). u.a. = unité arbitraire. Chaque point représente la valeur pour un animal
donné. Les données du groupe RSM sont normalisées par rapport au groupe CTRL. Résultats exprimés en moyenne
+S.EM.

L'analyse des effets SEXE et GROUPE montre un effet SEXE a P15 pour le FNDC5 et a P21 pour le
BDNF. Un effet GROUPE est également retrouvé a P21, a la fois pour le FNDC5 et le BDNF (tableau 9).

Tableau 9 : Taux de FNDC5/irisine et de BDNF dans le cervelet par sexe et par groupe, valeur P pour les effets
sexe et groupe

Les taux de FNDC5/irisine et BDNF ont été déterminé par Western Blot et exprimé par rapport aux animaux CTRL
madles. Résultats exprimés en moyenne * S.E.M. Les valeurs ont été analysées par une two-way ANOVA (post-
hoc de Tukey). ***p<0.001 vs. mdle du méme groupe.

C) Impact d’une situation de RSM sur les taux de cathepsine B

dans les muscles des pattes postérieures

La cathepsine B, tout comme l'irisine, est une myokine dont les taux sont augmentés suite a la
pratique de I'exercice physique (dans le muscle et dans le plasma). Son augmentation induit des effets

bénéfiques au niveau cognitif (Moon et al., 2016). Dans notre étude, les taux de cathepsine B ont été
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déterminés dans les muscles des pattes postérieures des animaux CTRL et RSM a différents ages (figure

54-A).

Figure 54 : Impact d’une situation de RSM sur l'expression de cathepsine B dans les muscles des pattes
postérieures a différents dges.

Le taux de cathepsine B musculaire a été déterminé par Western Blot (A). L’expression de BDNF a été calculée
selon le ratio cathepsine B/protéome total (stain free) (B). u.a. = unité arbitraire. Chaque point représente la
valeur pour un animal donné. Les données du groupe RSM sont normalisées par rapport au groupe CTRL. Résultats
exprimés en moyenne + S.E.M. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. CTRL (Mann Whitney).

A P8, aucune différence significative au niveau des taux de cathepsine B n’est observée entre les
groupes CTRL et RSM, et ce pour tous les muscles des pattes postérieures étudiés. A P15, les taux de
cathepsine B sont significativement augmentés de 250% dans le SOL (p<0.05), 50% dans I'EDL (p<0.05)
et 70% le GAST (p<0.05) des animaux RSM, sans différence dans le TA. A P21, les taux plus élevés de
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cathepsine B sont retrouvés uniqguement dans les muscles SOL (+70%, p<0.01) et EDL (+150%, p<0.001)
des animaux RSM. Enfin, a P28, seul I'EDL des animaux RSM présente des taux de
cathepsine B significativement supérieurs (x1.5, p<0.05) (figure 54-B).

Le tableau 10 présente I'analyse des effets SEXE et GROUPE. Comme indiqué précédemment, un
effet GROUPE est fréquemment observé, notamment dans le SOL. De facon intéressante, ce tableau
montre qu’il existe également des différences liées au sexe : a P21 dans le SOL et I'EDL, a P8 dans le

TA, et a P15 et P21 dans le GAST.

Tableau 10: Taux de cathepsine B dans les muscles des pattes postérieures par sexe et par groupe, valeur P pour les
effets sexe et groupe

Le taux de cathepsine B a été déterminé par Western Blot et exprimé par rapport aux animaux CTRL mdles. Résultats
exprimés en moyenne + S.E.M. Les valeurs ont été analysées par une two-way ANOVA (post-hoc de Tukey). *p<0.05,
*¥1<0.01 vs. mdle du méme groupe ;**p<0.01, ***p<0.001 vs. CTRL du méme sexe.

Les résultats obtenus pour la cathepsine B vont, en partie, dans le sens des résultats retrouvés
pour la FNDC5/irisine, a savoir une augmentation des taux a partir de P15 dans le SOL. En outre, son
expression est également augmentée dans I'EDL a partir du méme age. La cathepsine B est également
une myokine dont I'expression est augmentée dans les muscles squelettiques en réponse a I'exercice

physique (Moon et al., 2016).
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VI) Conclusion

Contrairement a notre hypothése de départ, notre étude démontre qu’une situation de RSM

précoce induit une augmentation de deux myokines connues dans la littérature pour étre sécrétée en
réponse a l'exercice : FNDC5/irisine dans le SOL et cathepsine B dans le SOL et I'EDL. Les taux de
FNDC5/irisine sont également augmentés dans le plasma ainsi que dans plusieurs structures cérébrales
(figure 55). Plusieurs hypothéses sont avancées concernant les résultats obtenus dans le SOL (lésions
musculaires, augmentation de I'activité motrice des rats RSM pendant les phases journaliéres de
repos, maturation phénotypique du muscle...). Cependant, I’hypothése selon laquelle I'augmentation
de FNDC5/irisine pourrait étre considérée comme un mécanisme homéostatique permettant de
limiter les conséquences délétéres de la RSM dans le SOL semble la plus probable. Au niveau du
cerveau, la RSM induit une augmentation de FNDC5/irisine dans plusieurs structures cérébrales,
probablement liée a I'augmentation d’irisine circulante. De plus, on ne peut exclure une production
endogéne de FNDC5/irisine au niveau central (Wrann et al., 2013). Aucune différence n’est observée
dans le LCS mais les résultats sont a interpréter avec précaution en raison de limites techniques (des
taux tres faibles, proches de la limite de détection du kit ELISA ont été analysés). Enfin, en ce qui
concerne le BDNF, seule une augmentation a P8 dans I’hippocampe a été observée chez les animaux
RSM. Le BDNF est connu pour étre régulé par des facteurs endocriniens, mais également par I'activité
neuronale et le flux sanguin cérébral (Cefis et al., 2023). On ne peut exclure que ces parametres soient
impactés par une situation de RSM. Ainsi, d’autres études sont nécessaires afin de mieux comprendre

les mécanismes impliqués dans le dialogue muscle-cerveau au cours d’une situation de RSM précoce.

Figure 55 : Synthése des résultats de I’étude 3.

172



Résultats — Etude 4

Etude 4 : Conséguences 3 long terme (P60-P90)
d’'une situation de restriction sensorimotrice :
données préliminaires

Principaux résultats de I’étude 4

Une situation de restriction sensorimotrice induit a long terme :

e Une diminution du poids corporel.
e Une atrophie du muscle SOL.
e Une altération des performances motrices, qui semble sexe-dépendante.

1) Introduction

Les chapitres précédents concernent des résultats obtenus entre PO et P28. Toutefois, nous avions

initialement prévu d’explorer les effets a long terme (P60 et P90) d’une situation de RSM sur les
propriétés morphologiques du muscle et le comportement sensorimoteur.

Au cours de la premiére année de these, cette étude a long terme a été réalisée sur des animaux
de la souche OFA, souche initialement utilisée avant le changement pour la souche CD. Quelques
résultats préliminaires ont été obtenus et sont présentés ici. En raison du faible nombre d’animaux

pour I'analyse de certains parametres, les analyses statistiques n’ont pas toujours pu étre réalisées.

Il) Matériel et méthodes

Les données ont été obtenues sur 9 rats CTRL (3 males et 6 femelles) et 5 rats RSM (2 males et 3

femelles) de souche OFA, issus de 3 portées, élevés en configuration de portées 50% CTRL/50% RSM.
A partir de P28, males et femelles sont séparés et hébergés en cage conventionnelle a raison de
2 rats/cage et ne sont plus soumis au protocole de RSM. Les animaux sont euthanasiés a
P60 (4 animaux) ou P90 (10 animaux). L'analyse porte sur les parameétres morphologiques
(poids corporel et poids du muscle), la coordination motrice (évaluée par le test du rotarod
jusqu’a P60), et I'activité spontanée dans une roue d’activité (relevée deux fois par semaine, de 17h
a 8h, jusqu’a P90) (Voir Matériel et Méthodes, II) B)Comportement sensorimoteur (P28 a P90)). Le

tableau 11 présente les caractéristiques des différents animaux et les tests réalisés pour chacun d’eux.

173



Résultats — Etude 4

Tableau 11 : Tableau récapitulatif des animaux utilisés pour étudier les effets a long terme de la RSM.

lll) Résultats

A) Parametres morphologiques

Le poids des animaux CTRL et RSM est relevé toutes les semaines jusqu’a P90. A P28, le poids des
animaux RSM est inférieur de 42% a celui des animaux CTRL pour les males et de 37% pour les femelles.
Les courbes de poids (figure 56) révelent que la différence entre CTRL et RSM est maintenue jusqu’a
P90 avec un poids pour les males et les femelles RSM respectivement plus faible de 24% et 13% a P60
et de respectivement 13% et 14% a P90. L’analyse statistique (mixed-effect model) révele un effet JOUR
[F(1.53, 13.39) =935.90, p<0.001], un effet SEXE [F(1, 10) =67.27, p<0.001] et un effet GROUPE [F(1,10)
=45.23, p<0.001]. Une interaction JOUR x SEXE est également retrouvée [F(13,114) = 36.84, p<0.001]
ainsi qu’une interaction JOUR x GROUPE [F(13, 114) = 9.03, p<0.001].
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Figure 56 : Impact de la RSM sur I’évolution du poids corporel (g) jusque P90.
Le poids corporel (g) est relevé toutes les semaines jusqu’a P90. L’effectif (n) est indiqué pour chaque groupe et chaque sexe.
Résultats exprimés en moyenne + S.E. M.

Les muscles SOL ont été pesés lors du prélévement et les données sont présentées a P90 (figure
57). En raison du faible nombre d’animaux euthanasiés a P60 (3 CTRL et 1 RSM), ces données ne sont
présentées qu’a P90 (6 CTRL et 4 RSM). Pour les males, seuls 1 animal CTRL et 1 animal RSM ont été
comparés. Le poids du muscle est plus faible de 55% pour le male RSM en comparaison au CTRL. Pour
les femelles, le poids du SOL est significativement plus faible de 30% chez les RSM (p<0.05, Mann-
Whitney).

Figure 57 : Impact de la RSM sur la masse du muscle SOL a P90.
Le SOL est pesé lors du prélévement. L’effectif (n) est indiqué pour chaque groupe et pour chaque sexe.
Résultats exprimés en moyenne + S.E.M. *: p<0.05 vs. CTRL (Mann Whitney).
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En conclusion, les analyses réalisées sur la souche OFA démontrent une différence de poids
corporel entre CTRL et RSM a P28. Cette différence dans I'évolution du poids corporel est également
retrouvée pour la souche CD, méme si la différence est moins importante (-22% pour les males, -28%
pour les femelles, voir Etude 1). Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Delcour et
collaborateurs (Delcour et al., 2018a). Nos données montrent également que 2 mois apres la fin de la
RSM, la récupération n’est pas compléte. En effet, la différence en termes de poids corporel s’atténue
progressivement mais persiste jusqu’a P90. Cependant, d’autres auteurs montrent une récupération
totale a P60 (Canu et al., 2022). En ce qui concerne le muscle, sur la souche CD (Etude 1), nos résultats
montrent que le poids du soleus est significativement plus faible chez les animaux RSM a P28. Pour la
souche OFA, le poids du muscle soleus reste plus faible chez les animaux RSM a P90. Une autre étude
démontre également que cette différence entre CTRL et RSM persiste jusqu’a P60 (Canu et al., 2022).
Cependant, nos résultats doivent étre considérés avec précaution car obtenus sur un effectif trés

faible.

B) Coordination motrice

La coordination motrice a été évaluée par le test du rotarod a P42, P49 et P56. Le temps de
latence (s) avant la chute du rat sur le cylindre en rotation est présenté sur la figure 58. Quel que soit
le groupe et le sexe, la latence est stable au cours du temps. Pour les males, la latence avant chute est
de 48.8 £ 6.3 s, que les animaux soient CTRL ou RSM. La meilleure performance est de 85 s pour un
animal CTRL. En ce qui concerne les femelles, la performance chez les rats RSM est fortement altérée,
les animaux CTRL passant 60.3 £ 10.2 s sur le dispositif avant de chuter contre 20.6 + 6.3 s pour les
animaux RSM (-65%). Il faut en outre noter que les valeurs maximales atteignent 125 s pour le groupe
CTRL, alors qu’elles n’excédent pas 50 s pour les femelles RSM. Ainsi, méme si aucune différence
significative n’est observée compte tenu du faible nombre d’animaux et de I'importante variabilité

individuelle, les femelles RSM semblent moins performantes que les CTRL.
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Figure 58 : Impact de la RSM sur la coordination motrice évaluée de P42 a P56.

Les animaux sont familiarisés avec le dispositif pendant 3 jours avant les séances de test, effectuées 1x/semaine de P43
a P58. Le dispositif suit une rampe d’accélération allant de 4 a 40 tours par minute pendant 3 minutes. La latence de
chute est enregistrée. L’effectif (n) est indiqué pour chaque groupe et chaque sexe. Résultats exprimés en moyenne *
S.E.M.

En conclusion, nos résultats montrent une altération de la performance dans le test du rotarod
pour le groupe RSM, mais elle semble spécifique aux femelles. En outre, il 'y a aucune amélioration
entre P42 et P56. Une diminution durable du temps de latence avant la chute pour le groupe RSM avait
déja été décrite par Canu et al., (2022) mais la distinction entre les males et les femelles n’était pas
faite. La spécificité de I'effet selon le sexe interroge, dans la mesure ou I'atrophie ne semble pas plus
prononcée chez les femelles. Toutefois, nous avons constaté que les femelles RSM semblaient plus
stressées par le dispositif que les CTRL ou que les males, ce qui pourrait expliquer, au moins en partie,
nos résultats. Pour répondre a cette question, il serait intéressant d’évaluer le stress des animaux des
différents groupes, par une approche comportementale (openfield, labyrinthe surélevé) ou

biochimique (dosage de corticostérone dans le sang).

C) Activité motrice spontanée

Afin d’étudier les effets d’une situation de RSM sur I'activité spontanée, les rats ont été placés
dans une cage avec un libre accés a une roue d’activité deux fois par semaine, de 17h a 8h. La distance
parcourue chaque nuit est présentée dans la figure 59. Pour les males, seuls 1 animal CTRL et 1 animal
RSM ont été analysés. Les résultats montrent que la distance parcourue a tendance a diminuer entre
P28 et P90 pour les 2 animaux (CTRL : -80% ; RSM : -42%). En outre, le male RSM est plus actif que le
CTRL, et ce, a chaque session. A I'inverse, pour les femelles, les données montrent une tendance a

I"augmentation de la distance parcourue au fil des semaines, aussi bien chez les CTRL que les RSM
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(distance respectivement multipliée par 4 et 7 pour les femelles CTRL et RSM entre P28 et P90). De
plus, contrairement aux males, I'activité spontanée est plus importante pour le groupe CTRL que pour
le groupe RSM, a chaque session. Enfin, d’'une maniére générale, il semble que les males soient moins
actifs que les femelles. La distance maximale parcourue est de 4400 m pour le male RSM et 1000 m
pour le male CTRL alors qu’elle est de 8500 m pour les femelles RSM et 15100 m pour les femelles

CTRL.

Figure 59 : Impact de la RSM sur Iactivité spontanée évaluée de P30 a P90.

Les rats sont placés dans des cages avec un libre accés a une roue d’activité, 2 nuits/semaine de P28 a
P90. La distance parcourue (m) est enregistrée. Les droites de régression sont représentées. L’effectif (n)
est indiqué pour chaque groupe. Résultats exprimés en moyenne + S.E.M.

En conclusion, nos résultats montrent que I'activité spontanée semble dépendante du sexe. Mais,
le faible nombre d’animaux males ne permet pas une comparaison CTRL/RSM pour ce sexe, et ne
permet pas d’affirmer I'effet SEXE. Toutefois, il est intéressant de noter que pour les deux animaux,
I'activité reste stable voire décroit au cours du temps. Le phénoméne inverse est observé chez les
femelles. Une étude antérieure réalisée sur des animaux placés 2 h dans des cages avec des roues
d’activité n’a pas montré de différence du temps d’activité a P35 entre les groupes CTRL et RSM. En
revanche, le temps d’activité des animaux RSM augmentait au fil des semaines alors que celui des
animaux CTRL restait stable (Canu et al., 2022). Cependant, dans cette étude, males et femelles n’ont
pas été distingués ce qui rend la comparaison avec nos résultats hasardeuse. Par ailleurs, les femelles,
gu’elles soient CTRL ou RSM, semblent globalement plus actives que les males. Une hyperactivité des
femelles est également décrite sur la souche CD en configuration de portée 100% (Van Gaever et al.,

2024, communication affichée).
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IV) Conclusion

Nos résultats montrent que pour les males comme pour les femelles, les parametres

morphologiques restent altérés 2 mois aprés la fin de la RSM. Le poids corporel des animaux RSM reste
plus faible que celui des animaux CTRL jusqu’a P90, méme si la différence entre les 2 groupes semble
s’atténuer au fil des semaines, et I'atrophie du muscle soleus semble persister jusqu’a P90. En ce qui
concerne le comportement moteur, nos données démontrent que la RSM précoce induit des effets a
long terme qui semblent dépendants du sexe. En effet, les performances motrices des femelles sur le
rotarod sont altérées et leur activité spontanée dans les roues d’activité est réduite, sans amélioration
au fil des jours. Nos résultats restent préliminaires, avec des effectifs insuffisants. Néanmoins, ils
mettent en évidence un effet SEXE, que nous n’avions pas retrouvé lors de notre étude sur les réflexes
neurodéveloppementaux (P1 a P28), et qu’il semble important de prendre en considération dans nos

analyses.
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Le développement du muscle est étroitement dépendant de la commande motrice, et
inversement, I'activité physique est nécessaire au développement du cerveau pendant la période
postnatale. Ainsi, muscle et cerveau ne se développent pas de facon indépendante mais sont en
dialogue constant. Notre hypothese est que les situations d’activité sensorimotrice
atypiques/anormales, et plus particulierement la restriction sensorimotrice (RSM) affecte ce dialogue
muscle-cerveau. L’objectif de ce travail de these a été d’étudier les conséquences de la RSM précoce
sur le développement des systemes nerveux et musculaire et de déterminer si la communication
endocrine entre les deux organes est perturbée. Les résultats montrent que la RSM précoce chez le
rat entraine 1) une diminution du poids corporel ainsi qu’une atrophie des muscles des pattes
postérieures, qui touche préférentiellement le SOL ; 2) un retard dans le développement moteur et
I’apparition des principaux réflexes neurodéveloppementaux ; 3) une augmentation de FNDC5/irisine
dans le SOL, le plasma et certaines structures cérébrales, sans augmentation de BDNF et 4) des effets
a long terme et notamment une altération des performances motrices.

Dans un premier temps, nous discuterons de la pertinence du modéle de RSM pour I'étude des
conséquences de l'activité sensorimotrice atypique/anormale. Le dialogue muscle-cerveau s’établit
par l'intermédiaire de boucles sensorimotrices, a travers lesquelles ces deux organes échangent en
permanence des informations sensorielles (ascendantes) et motrices (descendantes). Ces boucles
sensorimotrices semblent perturbées chez les ratons RSM. Quelles en sont les conséquences sur le
développement du muscle et du systeme nerveux ? Outre cette voie neuronale, muscles et cerveau
communiquent également par voie endocrine. En effet, le muscle est un organe sécrétoire qui produit,
exprime et libere des myokines, capables d’exercer des effets sur I'ensemble de I'organisme et
notamment sur le cerveau. Le modele de RSM modifie-il la sécrétion de myokines, et notamment
d’irisine, par le muscle ? Cela impacte-t-il le dialogue muscle-cerveau ? Enfin, dans I'idée qu’il existe
des périodes critiques, de « programmation » de la santé, des modifications du dialogue muscle-

cerveau pendant le développement entrainent-elle des conséquences a long terme ?
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I) Le modele de RSM précoce chez le rat est-il

pertinent pour mimer les effets d’une

hypoactivité précoce chez ’lHomme ?

Comme décrit dans le chapitre 2 de la revue bibliographique, il existe chez ’'Homme différentes
situations responsables d’une activité sensorimotrice atypique précoce : la sédentarité, I'inactivité
physique, le platrage, I'alitement prolongé ou encore les troubles neurodéveloppementaux tels que la
PC et le TDC. Notre modele consiste a immobiliser les pattes postérieures des ratons de P1 a P28, ce
qui correspond environ aux 10 premiéres années de vie chez I'’enfant (Bolton et al., 2015).

Concernant les troubles neurodéveloppementaux, notre modéle de RSM reproduit un
phénotype moteur proche de celui décrit chez les patients atteints de TDC (modifications
musculosquelettiques durables, déficits locomoteurs, hyperréflexie spinale...), suggérant la pertinence
du modeéle pour étudier le développement moteur de ces enfants. En revanche, chez les enfants
atteints de PC, les déficits moteurs s’accompagnent de lésions cérébrales (Boog, 2010). Ainsi, nos
résultats, s’ils sont comparés aux résultats obtenus sur un modele animal de PC, pourraient permettre
une meilleure compréhension de I'implication respective des lésions centrales périnatales et de
I'activité sensorimotrice atypique/anormale dans le développement des altérations motrices
retrouvées dans la PC.

S'il est difficile de faire un parallele entre le développement d’espéces atriciales telles que le
rat et I’humain, on considere que les 4 premiéres semaines de vie chez le rat correspondent aux 10
premieres années de I'enfant. Aussi, notre modéle mime une immobilisation de I’enfant de trés longue
durée, qui excéde largement des situations transitoires d’activité sensorimotrice atypique/anormale
comme le platrage ou l'alitement prolongé. Par conséquent, ce modéle n’est pas le plus adapté pour
reproduire ce type de perturbation motrice.

En revanche, il semble tout a fait pertinent pour I'étude des conséquences de la sédentarité
chez les enfants. Selon ’'OMS (Organisation mondiale de la Santé, 2020, 2021), est considéré comme
sédentaire un enfant qui reste immobilisé (dans une poussette, une chaise haute, en position assise,
devant les écrans...) plus d’une heure en continu chez les enfants de moins de 5 ans/plus de deux
heures de suite chez les enfants de 5 a 10 ans. La sédentarité est a distinguer de I'inactivité physique.
Est considéré comme inactif un enfant de moins de 5 ans qui ne pratique pas 3h d’activité
physique/jour (jeux interactifs, marche, saut...), ou un enfant 4gé entre 5 et 10 ans qui pratique moins
de 60 min d’activité physique par jour. Dans notre modeéle, les animaux sont immobilisés 16h/jour et
sont libres de se déplacer librement les 8h restantes. Ainsi, les ratons CTRL et RSM présenteraient deux

profils d’activité différents. Sur une journée de 24h, les ratons RSM sont sédentaires sur une période
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de 16h, puis actifs, avec une activité souvent plus intense que celle des CTRL, animaux qui présentent
une activité physique plus réguliere au cours de la journée (selon nos observations personnelles). Ainsi,
les ratons RSM sont sédentaires (en raison du temps d’immobilisation de 16h/jour) mais pas inactifs
(car libres et actifs 8h/jour).

Le modéle RSM, qui semble donc pertinent pour étudier la sédentarité chez les enfants, induit
un retard de maturation du systéme neuromusculaire, responsable d’altérations motrices. Ces
altérations sont retrouvées a court et a long terme, au moins jusque P90 chez le rat, ce qui correspond,
chez ’'Homme, a un jeune adulte. Au vu de I'augmentation des comportements sédentaires et inactifs
des enfants dans notre société (Guthold et al., 2020; Verdot et al.,, 2020), en comprendre les

conséguences a court et a long terme représente un véritable enjeu sociétal.

Il) L'activité  physique est  nécessaire  au

développement du muscle

L’analyse des paramétres morphologiques des muscles nous a permis de démontrer que le modele
de RSM précoce entraine une atrophie des muscles des pattes postérieures (SOL, EDL, TA et GAST), qui
touche plus précocement (dés P8) et de facon plus importante le SOL, un muscle antigravitaire
intervenant dans le maintien de la posture. Une précédente étude avait montré qu’une immobilisation
par platrage de P6 a P12 ou de P17 a P23 induit une atrophie du SOL (diminution du poids du muscle
et de la surface des fibres musculaires) (Picquet et al., 1998).

Chez le rat adulte, un épisode de RSM de 14 jours (obtenue par surélévation du train postérieur)
entraine une atrophie particulierement marquée de ce muscle, expliquée notamment par une
réduction de la surface des fibres musculaires (Riley et al., 1990). Cette atrophie est prévenue en
grande partie par I'activation des mécanorécepteurs de la sole plantaire ou des afférences la issues
des fuseaux neuromusculaires (De-Doncker et al., 2000; Falempin and In-Albon, 1999), ce qui suggére
que I"activité nerveuse, et plus précisément celle des afférences sensorielles, est importante pour le
maintien de la masse musculaire. Dans le modele de RSM précoce, les animaux sont immobilisés de
sorte que la cheville est en position d’extension. Ainsi, les fuseaux neuromusculaires du SOL ne sont
pas sollicités et les retours proprioceptifs s’en trouvent modifiés. De plus, méme sans le dispositif
d’'immobilisation, nous avons observé que les ratons avaient tendance a garder les membres
postérieurs en position d’hyperextension. Ainsi, la RSM modifierait le feedback proprioceptif, ce qui

pourrait expliquer I’atrophie du SOL.
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Le phénotype (répartition des différents types de fibres musculaires) du muscle n’a pas été étudié
dans ce projet. Cependant, notre équipe a démontré que le SOL des ratons RSM a P28 présente un
retard de maturation avec notamment la persistance de MHC néonatale, ainsi qu’une proportion plus
importante de MHC rapides aux dépens des formes lentes (Canu et al., 2022). Une telle transition d’un
phénotype lent vers un phénotype rapide est également observée lors d’un épisode de RSM chez le
rat adulte (Dupont et al., 2011). Elle semble dépendre principalement du message moteur efférent
puisque I’électrostimulation chronique du SOL selon un pattern tonique, reproduisant la décharge d’un
motoneurone dit « lent », permet le maintien du phénotype musculaire (Leterme and Falempin, 1994)
mais ne prévient pas l'atrophie (Dupont et al., 2011). Au cours du développement, I'innervation
motrice joue également un réle essentiel dans le maintien du phénotype. En effet, les 15 premiers
jours de vie représentent une période clé dans la maturation du muscle, avec notamment une
régression importante de l'isoforme développementale de MHC (MHC néonatale), au profit d’'une
augmentation des isoformes adultes de MHC (Picquet et al., 1997). Une immobilisation de P6 a P12,
période pendant laquelle I'innervation polyneuronale est encore présente, produit un retard dans la
maturation du SOL, caractérisé par la persistance de I'isoforme néonatale de MHC (Picquet et al.,
1998). En revanche, une immobilisation de P17 a P23, période a laquelle I'innervation monosynaptique
est complétement installée, induit une augmentation de l'isoforme rapide de MHC (Picquet et al.,
1998). Ces études confirment que l'innervation motrice et les messages efférents participent au
phénotypage musculaire pendant le développement.

Ainsi, I'activité nerveuse, tant afférente qu’efférente, est essentielle a la maturation et au
développement du muscle. La RSM précoce perturbe les boucles sensorimotrices, et en conséquence,
le cerveau et les muscles communiquent a travers un cycle délétere et auto-entretenu (Coq et al.,
2019). Les mouvements réduits/atypiques entrainent un retour sensoriel anormal et des
conséquences sur le systéme nerveux immature, qui génére alors un ordre moteur anormal. Les
aspects sensoriel et moteur sont indissociables. Des études démontrent que I'apport sensoriel
proprioceptif en provenance des fuseaux neuromusculaires joue un role important dans la
maturation des MN (Mendelsohn et al., 2015; Tahayori and Koceja, 2012). Au cours des trois
premieres semaines de vie, les MN subissent une maturation a la fois morphologique et fonctionnelle.
Chez les animaux nouveau-nés, les unités motrices du SOL présentent une activité de type phasique,
avec une fréquence de décharge inférieure a celle du rat adulte. Au cours du développement postnatal,
ces unités motrices continuent de fonctionner a basse fréquence mais présentent une activité de type
tonique (Navarrete and Vrbovd, 1983). A P16, le schéma d’activité est similaire a celui retrouvé chez
I'adulte (Westerga and Gramsbergen, 1994). L’activité imposée par les MN détermine les propriétés
physiologiques et biochimiques du muscle, et notamment son phénotypage (Pette and Vrbov3,

1985). Ainsi, la maturation des MN, et notamment la transition dans leur pattern d’activité (phasique

186



Discussion

vers tonique) est un facteur crucial dans le développement fonctionnel du muscle. L’activité des MN
n’a pas été étudiée au cours de ce projet. Cependant, on pourrait supposer que celle-ci est réduite lors

de la RSM.

Pour aller plus loin dans I'étude de la maturation et du développement du muscle, des analyses
immunohistochimiques permettraient d’apprécier la proportion des différentes isoformes de MHC (I,
[IA et 1IB) dans le SOL et I'EDL, a différents ages pendant la restriction. L’analyse de la surface des fibres
selon leur typage déterminera si I'atrophie touche préférentiellement un type de fibre musculaire. Le
marquage de la MHC néonatale, voire de la MHC embryonnaire, a différents ages, étofferait nos
données sur le phénotypage musculaire et permettrait de confirmer le retard de maturation induit par
la RSM. Enfin, d’autres parametres tels que les noyaux (marque DAPI), les cellules satellites (marque
PAX7) ou les vaisseaux (marquage CD31) pourraient étre quantifiés et permettraient une meilleure
compréhension des remaniements ayant lieu au sein du muscle pendant la RSM précoce.

Nous nous sommes également interrogés sur la possibilité de mettre en place des contremesures
afin de prévenir les effets déléteres de la RSM. Comme dit précédemment, chez le rat adulte,
I'activation des afférences la issues des fuseaux neuromusculaires par un protocole de vibration
tendineuse (Roll and Vedel, 1982) pendant la RSM, permet de prévenir I'atrophie du SOL (Falempin
and In-Albon, 1999). La vibration tendineuse ou vibration corps entier (VCE) permet de mimer les effets
bénéfiques de I'exercice physique au niveau des systemes musculaire et osseux mais également au
niveau du systeme nerveux (Oroszi et al., 2022). Il existe également de solides arguments en faveur de
la VCE dans diverses pathologies. Chez les enfants atteints de PC, une méta-analyse suggéere que la VCE
pourrait représenter une contremesure intéressante a mettre en place dans les protocoles de
réhabilitation (Saquetto et al., 2015). Pour les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, les
protocoles de VCE améliorent les performances cognitives et physiques (Monteiro et al., 2021). Enfin,
dans la maladie de Parkinson, les effets de la VCE ne sont pas confirmés pour le moment et nécessitent
des études supplémentaires, méme si certains avancent de potentiels effets bénéfiques sur les
mécanismes neuropathologiques comme la neuro-inflammation (Arenales et al., 2022). Ainsi, un
protocole de vibration, mis en place pendant la période de RSM, pourrait prévenir les effets
déléteres de la RSM précoce, notamment les troubles musculaires, chez les rats et constituer une

approche thérapeutique préventive.
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lll) L’activité  physique  est  nécessaire  au

développement du systéme nerveux

L’évaluation des réflexes neurodéveloppementaux représente une approche expérimentale
rapide et facile a mettre en application pour étudier le développement du systéme nerveux chez le
raton, a un age ol des tests comportementaux plus complexes ne sont pas réalisables. De plus, cet
animal nait immature, ce qui permet d’observer le début du développement réflexe (Nguyen et al.,
2017). On estime que le cerveau d’un raton de P1 a P10 atteindrait une maturation cérébrale
correspondante a celui du foetus humain au cours du dernier trimestre de gestation (Clancy et al.,
2007). La RSM précoce induit un retard dans I'acquisition d’une posture mature ainsi que dans
I'acquisition de plusieurs réflexes. De plus, méme lorsque le réflexe est acquis, les ratons RSM
montrent une altération de leur performance puisque le temps nécessaire pour réaliser le test est plus
important. Enfin, plus les tests neurodéveloppementaux sont validés tardivement, plus le retard est
important pour les animaux RSM.

Dans notre étude, nous montrons une atrophie importante du SOL, muscle postural, dés P8.
Toutefois, la composante musculaire seule ne peut pas expliquer le retard d’acquisition des réflexes
et/ou la moindre performance. Ces tests sont des réflexes primitifs qui dépendent du feedback
sensoriel, des propriétés intrinséques des neurones spinaux, de la maturation des circuits spinaux et
du faisceau corticospinal (Clarac et al., 2004; Vinay et al., 2002, 2000b). L’agrippement des membres
(antérieurs et postérieurs) et le placement des membres postérieurs sont des tests ne nécessitant pas
de soutien postural. Le fait que ces tests soient impactés par la RSM suggere que I'organisation des
réseaux spinaux est altérée par la RSM, et que cette organisation est dépendante de I'activité
périphérique.

D’autres tests tels que le redressement, I'évitement de falaise et la géotaxie négative, sont
sensibles d’une part au développement postural (et dépendent de la capacité du muscle postural a
générer suffisamment de force pour contrecarrer la force gravitationnelle) et d’autre part a
I'intégration multisensorielle. Le test d’évitement de la falaise étant validé avant I'ouverture des yeux,
cela suggere que la détection du vide est réalisée par le toucher, via les pattes antérieures et les
vibrisses. Le systéme vestibulaire permet quant a lui de percevoir la position de la téte (Altman and
Sudarshan, 1975) et joue un réle important dans les tests de redressement et de géotaxie négative.

Ainsi, le retard d’apparition des réflexes chez les ratons RSM peut étre lié aux altérations du
systeme musculaire (discutée précédemment), mais refletent également un retard dans la

maturation du systéme nerveux. Enfin, les ratons RSM présentent également des défauts
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d’intégration des informations sensorielles. Ces données suggérent donc que I’activité physique est
nécessaire au développement du systeme nerveux.

Outre les altérations du systeme musculaire, nous pouvons également nous interroger sur I'impact
de la RSM sur le systéme osseux. A P90-P120, chez les rats RSM, la longueur et la densité osseuse du
tibia sont diminuées, et le cartilage du genou présentent des modifications dégénératives modérées
(Delcour et al., 2018a). Ces modifications osseuses, associées a I'atrophie musculaire, sont corrélées
aux troubles de la marche. Des anomalies articulaires sont également rapportées, mais ces anomalies
resteraient secondaires a un déséquilibre des forces musculaires et a la locomotion digitigrade des rats
RSM. Il pourrait étre envisager de réaliser des analyses (longueur, densité minérale...) sur les os des
pattes postérieures des ratons a différents ages. Ceci permettrait une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans le retard de maturation de la posture, et par conséquent, de certains

réflexes, chez les ratons RSM.

IV) Sécrétion de myokines par les muscles : effets

autocrines et paracrines

L’analyse de FNDC5/irisine dans les muscles des pattes postérieures a différents dges a montré
une augmentation des taux de FNDC5/irisine dans le SOL des animaux RSM a partir de P15, sans
modification dans les autres muscles étudiés (EDL, TA et GAST). Au vu des données de la littérature
associant la sécrétion d’irisine a I'activité physique, nous nous attendions a une diminution de
FNDC5/irisine dans les muscles des ratons RSM (Bostrom et al., 2012; Wrann et al., 2013). Pour
expliquer ce résultat en opposition a notre postulat de départ, une premiere hypothese réside dans le
fait que notre protocole d'immobilisation n’est pas réalisé en continu. On pourrait supposer que la
période de RSM, supposée entrainer une diminution de la sécrétion de FNDC5/irisine par les muscles,
est compensée par la période de déplacement libre. Cependant, cette hypothése ne permet pas
d’expliquer pourquoi le FNDC5/irisine augmente spécifiquement dans le SOL.

Une deuxiéme hypothése s’appuie sur le fait que cette augmentation de FNDC5/irisine dans le SOL
n’apparait qu’a partir de P15, age a partir duquel les ratons commencent a développer une posture
mature. Ainsi, on peut supposer que le niveau d’activation du SOL serait plus élevé chez les rats RSM
afin d’assurer le maintien de la posture malgré son atrophie.

Enfin, dans la mesure ou lI'immunomarquage des SOL révele une distribution exclusive de
FNDC5/irisine dans les fibres de type IIA, on peut aussi s’interroger sur une éventuelle transition
phénotypique des muscles des rats RSM. Si I'expression des différentes isoformes de MHC n’a pas été
étudiée dans cette these, des résultats antérieurs montraient une légere augmentation de la

proportion de MHC IIA dans le SOL des rats a P28 (Canu et al., 2022), qui pourrait expliquer
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I’expression accrue de FNDC5/irisine. Toutefois, a l'inverse, le changement de phénotype du SOL
pourrait aussi étre une conséquence de I'augmentation de FNDC5/irisine. En effet, dans les cellules
C2C12, I'inactivation de FNDC5 par ARN interférent réduit nettement les niveaux d’ARNm de MHC IIA
(Men et al., 2021), suggérant un role important de cette myokine pour contréler le typage des fibres
musculaires. Ainsi, les liens réciproques entre le niveau d’activité du muscle, la production de myokines
et la maturation du muscle au cours du développement doivent étre clarifiés.

L’expression accrue de FNDC5/irisine dans le SOL pourrait étre considérée comme un mécanisme
homéostatique permettant de limiter les effets de la RSM sur ce muscle. En effet, des études
semblent indiquer que l'irisine est impliquée dans la croissance des muscles squelettiques. Chez
I'Homme, les taux d’irisine circulante sont positivement corrélés a la circonférence du biceps (utilisé
comme marqueur de la masse musculaire) (Huh et al.,, 2012). Chez la souris, l'injection d’irisine
augmente le poids des muscles (quadriceps, TA, EDL), la surface des fibres musculaires, ainsi que la
force de préhension (Reza et al., 2017). Dans un modele d’atrophie induite par la dénervation chez la
souris adulte, I'injection d’irisine prévient I'atrophie, notamment dans le SOL (Reza et al., 2017). In
vitro, dans des cultures de cellules humaines, le traitement a l'irisine augmente I'expression de I’ARNm
d’IGF1 et diminue I'expression de ’ARNm de la myostatine, suggérant un role positif de I'irisine sur la
croissance musculaire (Huh et al., 2014a). Dans les cellules C2C12, le traitement a l'irisine augmente
I'expression de facteurs pro-myogéniques et améliore la différenciation myogénique (Reza et al.,
2017). Ainsi, 'ensemble de ces études suggeére que I'augmentation de FNCD5/irisine dans le SOL des
rats RSM pourrait partiellement compenser les effets négatifs de I'immobilisation sur la croissance
musculaire.

L’'injection d’irisine pourrait-elle prévenir les effets de la RSM, notamment sur I'atrophie
musculaire ? Au vu des données de la littérature (Huh et al., 2014a; Reza et al., 2017), suggérant des
effets positifs de I'irisine sur la croissance musculaire, injecter de l'irisine chez les ratons RSM pourrait
constituer une approche thérapeutique pharmacologique pour prévenir I'atrophie. Cependant, quels
en seraient les effets sur le phénotype musculaire ? Pour le moment, le lien entre irisine et phénotype
musculaire n’est pas clair et nécessite des investigations supplémentaires. La question du mode
d’administration se pose également. Chez le rongeur, I'administration de l'irisine est principalement
intrapéritonéal, et les injections sont réalisées de facon quotidienne ou hebdomadaire, parfois
pendant plusieurs semaines (Alzoughool et al., 2020). Il n’existe aucune étude concernant la toxicité
des injections d’irisine et aucun effet secondaire n’a été rapporté jusqu’a présent. Cependant,
I'injection en elle-méme, si elle est répétée, peut entrainer un effet irritant et des lésions du péritoine
(Al Shoyaib et al., 2020). De plus, des injections intrapéritonéales d’irisine entraineraient des effets a
I’échelle du corps entier, et non de facon spécifique sur le muscle. Le volume a injecter est également

un parameétre important a prendre en compte. De grands volumes (>10 ml/kg chez les rongeurs)
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peuvent entrainer des douleurs, une péritonite chimique, une perforation des organes abdominaux...
(Al Shoyaib et al., 2020). Chez le rat, pour une injection intrapéritonéale, la dose idéale serait de 1 a
2 pg/kg/jour (Alzoughool et al., 2020). Il convient de spécifier que la plupart des études ont été
réalisées sur des animaux adultes. Si nous voulions réaliser des injections d’irisine sur nos animaux,
cela nécessiterait une mise au point importante : volume a injecter ? Fenétre temporelle ? Effets

secondaires ?

V) Sécrétion de myokines par les muscles : réle dans

le dialogue muscle-cerveau ?

L'irisine libérée par le muscle agit-elle sur le cerveau? Une augmentation d’irisine est
observée dans le plasma des ratons RSM a P21 et P28. Cette augmentation de l'irisine plasmatique
peut étre la conséquence de 'augmentation de FNDC5/irisine dans le SOL. Cependant, il est difficile
de penser que ce muscle a lui seul soit responsable d’une augmentation d’irisine plasmatique. On ne
peut exclure que l'irisine dans le sang provienne d’autres muscles. Notre modéle consiste en une
immobilisation des pattes postérieures uniquement. Les pattes antérieures sont libres de tout
mouvements, et il est possible que leurs muscles soient davantage sollicités lors du déplacement des
ratons lorsqu’ils sont immobilisés. Ainsi, il serait nécessaire de quantifier les taux de FNDC5/irisine
dans les muscles des pattes antérieures tel que le triceps.

D’autres sources au sein de I'organisme pourraient étre responsables de I'augmentation des
taux de cette myokine dans le plasma, comme le tissu adipeux blanc, connu pour sécréter de I'irisine
et de facon plus importante lors d’un exercice (Huh et al., 2012; Roca-Rivada et al., 2013). Une
augmentation des taux plasmatiques d’irisine a déja été rapportée chez I'Homme apres 14 jours
d’alitement prolongé (D’Amuri et al., 2022), et les auteurs suggérent que la source de 'augmentation
soit le tissu adipeux plut6ét que le muscle.

Au sein des structures cérébrales, FNDC5/irisine n’augmente qu’a P15 dans le cortex
préfrontal, I’hippocampe et le striatum des animaux RSM. Il est difficile de conclure que cette
augmentation dans le cerveau soit le reflet de 'augmentation périphérique d’irisine. En effet, a cet
age, les concentrations plasmatiques d’irisine sont identiques entre CTRL et RSM. De plus, il est
possible que I'augmentation dans les structures cérébrales soit liée a une production endogéne de
FNDC5, méme si, dans des conditions physiologiques, cette production est normalement liée a
I'activité physique (Wrann et al.,, 2013). Enfin, si l'laugmentation dans le cerveau reflétait
I"augmentation dans le muscle, on se serait attendu a observer des effets a P21 et P28, age auxquels

FNDC5/irisine est significativement augmentée dans le SOL des ratons RSM.
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Quelles sont les conséquences de la RSM sur le BDNF cérébral ? L'irisine est capable de traverser
la barriere hémato-encéphalique (Islam et al., 2021) et d’induire I'expression de Bdnf, notamment dans
I’hippocampe (Wrann et al., 2013). On s’attendait donc a ce que les taux de BDNF soient augmentés,
au moins dans les structures o FNDC5/irisine présentent des taux plus élevés. L’analyse du BDNF dans
les structures cérébrales n’a montré aucune différence entre CTRL et RSM, a I'exception d’'une
augmentation dans I'hippocampe des animaux RSM a P8. Aucune corrélation entre les taux de
FNDC5/irisine et BDNF n’a été observée lorsque ces deux protéines ont été analysées sur les mémes
échantillons. Toutefois, I'irisine n’est pas le seul facteur permettant de réguler I'expression cérébrale
de BDNF. En effet, le dialogue muscle-cerveau s’exprime a travers différentes voies (augmentation de
I'activité neuronale, augmentation du débit sanguin et des forces de cisaillement ou shear stress,
exerkines) toutes susceptibles de moduler les taux de BDNF cérébral (Cefis et al., 2023). En outre, pour
la voie endocrine, il existe de nombreux autres facteurs connus pour augmenter le BDNF : I'|GF1 (Ding
et al., 2006), le FGF21 (fibroblast growth factor 21) (Kang et al., 2020), la cathepsine B (Moon et al.,
2016), ou encore le lactate dont I'augmentation dans le sang est associée a une augmentation de
I’'expression de Bdnf dans I'hippocampe (Park et al., 2021). En conclusion, le lien bien établi dans la
littérature entre FNDC5/irisine périphérique et BDNF cérébral n’a pas été retrouvé ici. Il est
important de rappeler que la plupart des études sur le lien irisine/BDNF ont été réalisées a I’dge adulte.
Ainsi, on pourrait se questionner quant au role de FNDC5/irisine dans la modulation cérébrale du
BDNF au cours du développement.

Ces résultats sur les structures cérébrales doivent toutefois étre interprétés avec précaution en
raison de la précision du prélevement des structures. En effet, nous n’avons pas ciblé les prélevements
de cortex sensorimoteur sur la seule représentation des pattes postérieures. Si les coordonnées
stéréotaxiques de cette partie sont bien connues chez I'adulte (Antérieur 0 a -2 mm par rapport au
Bregma, Latéral 2-4 mm), elles varient selon I’adge des ratons. Au cours des trois premiéres semaines
postnatales, le cerveau subit des changements structurels, biochimiques et organisationnels
importants (Seelke et al., 2012). Cette période représente une période de développement important
chez le rat au niveau morphologique (augmentation de poids, de la taille) mais également
comportemental (acquisition de la locomotion, comportement de toilettage). Les cartes
topographiques de la représentation corporelle évoluent également au cours de cette période. A PS5,
I’aire somatosensorielle S1 est presque exclusivement composée de la représentation des vibrisses. A
P10, d’autres représentations de parties du corps sont présentes, mais sans organisation
topographique. Ce n’est qu’a partir de P20 que les cartes corporelles ressemblent a celles retrouvées
chez I'adulte (Seelke et al.,, 2012). Au vu de ces données, il n’était pas possible, au cours de nos

prélevements, de ne cibler que la zone de représentation des pattes postérieures. De la méme
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maniére, lors des prélévements, une partie du cortex cérébelleux ainsi que le striatum dans son
intégralité étaient prélevés. Cependant, il existe une représentation somatotopique des fonctions
motrices dans ces deux structures (Bower, 2011; Pisa, 1988).

L'augmentation de BDNF dans I’hippocampe, uniquement a P8, est d’autant plus surprenante que
des altérations de la mémoire chez les rats RSM (P40-P60) sont mises en évidence dans des tests de
reconnaissance d’un nouvel objet ou de localisation d’objets (Khalki et al., soumis). Le BDNF est une
neurotrophine qui intervient dans la croissance des neurites, la connectivité synaptique, la mise en
place de I'arborisation dendritique, la neuro-, glio- et synaptogenese (Cohen-Cory et al., 2010;
Kowianski et al., 2018), notamment dans I"hippocampe. L’hippocampe est une structure connue pour
son role dans les fonctions d’apprentissage et de mémoire. Chez les rats, la LTP (potentialisation a long
terme), le mécanisme cellulaire a la base de ces processus cognitifs, commence a se consolider dans
I’hippocampe vers P21 (Kramar and Lynch, 2003). Dans le test de reconnaissance d’un nouvel objet,
les rats montrent une préférence dans I'exploration de I'objet nouveau a partir de P14. La capacité a
associer un objet a un contexte spatial apparait plus tardivement, entre P28 et P35. Enfin, dans la
piscine de Morris (qui évalue la mémoire spatiale), I'aptitude des rats a retrouver la plateforme
immergée en s’appuyant sur des repeéres visuels devient comparable a celle d’un rat adulte a partir de
P28 (Bevandi¢ et al., 2024). Au vu de ces données, il pourrait étre intéressant de réaliser une cinétique
d’expression du BDNF dans I'hippocampe, afin de déterminer si la RSM précoce induit des
modifications qui pourraient expliquer les altérations mnésiques. En complément, pour étoffer nos
données, nous pourrions réaliser des tests cognitifs chez nos ratons RSM, et notamment le test de
reconnaissance d’un nouvel objet, qui peut étre réalisé dées P14 (Krtger et al., 2012; Reincke and

Hanganu-Opatz, 2017).

VI) Les effets délétéres de la RSM précoce persistent
a long terme (P60-P90)

Les résultats obtenus sur les effets a long terme de la RSM précoce restent préliminaires et doivent

étre interprétés avec précaution. Il est difficile de tirer des conclusions de ces données, parfois
contradictoires avec ce qui a été décrit précédemment. Toutefois, il semble que certains effets de la
RSM précoce persistent méme apres 1 ou 2 mois de reprise d’activité physique. En particulier, le poids
du SOL reste plus faible chez les animaux RSM a P90, la performance motrice sur le rotarod reste
fortement altérée (du moins pour les femelles), ce qui avait déja été démontré auparavant chez les
animaux RSM a P60 (Canu et al., 2022). D’autres études antérieures avaient également mis en évidence

des anomalies fonctionnelles au niveau spinal et supraspinal, jusqu’a 90 jours apreés la fin de la RSM
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(Delcour et al., 2018a, b). Cette persistance des effets déléteres de la RSM malgré deux mois de
récupération post-restriction renforce I'idée que I’altération des boucles sensorimotrices au cours du
développement entraine des conséquences durables sur le systeme neuromusculaire et qu’il existe,
au cours du développement, des périodes critiques pendant lesquelles I'organisme présente une
grande vulnérabilité aux facteurs environnementaux tel que I'inactivité.

Dans les années 1990, Walton et collaborateurs avaient déja évoqué I'existence de périodes
critiques dans le développement moteur des rats. L’élévation du train postérieur entre P8 et P13
affecte la capacité a nager. Entre P13 et P31, le méme protocole entraine des déficits moteurs lors de
la locomotion, qui persistent jusqu’a P76 (Walton et al., 1992). Dans notre cas, la période de restriction
est assez large (P1-P28). Il serait intéressant d’appliquer la restriction a différents dges, avec des durées
variables, afin de déterminer plus précisément la fenétre temporelle pendant laquelle la restriction est
la plus critique pour le développement du systeme moteur.

Les études concernant les effets a long terme d’expériences négatives au cours de la période
postnatale chez le rat ont principalement été menées dans des conditions de stress. Des séparations
quotidiennes méres/ratons de 3 a 15 min entrainent des effets sur les progénitures dgées de 3-4 mois :
diminution de I'anxiété dans l'openfield ou le labyrinthe en croix surélevé, réponse atténuée a
I’adrénaline et a la corticostérone face a un facteur de stress... (Bodnoff et al., 1987; Meerlo et al.,
1999). Une équipe va méme jusqu’a démontrer que I'environnement dans lequel se trouve le raton au
cours de la séparation entraine des conséquences a I’age adulte. Certains ratons sont séparés de leur
meére tout en restant dans leur cage, et d’autres sont séparés de la mere et placés dans une nouvelle
cage, avec une litiere fraiche. Des différences de comportement dans I'openfield, de comportement
sexuel et de réponses au stress (sécrétion de prolactine) sont rapportées entre les deux groupes
(Benetti et al., 2007). Enfin, chez des animaux plus dgés (6, 15 et 21 mois), ce protocole de stress
postnatal (séparation) semble protéger contre le déclin cognitif lié a I’dge. Les animaux agées de 21
mois montrent de meilleures performances dans le labyrinthe en Y et le labyrinthe a bras radial
lorsqu’ils ont subi un stress postnatal (Vallée et al., 1999). L'impact de notre protocole de RSM a long
terme n’a été étudié que jusqu’a 90 jours apres la fin de la RSM. Il pourrait étre envisagé d’étudier les
conséquences de la RSM précoce dans une population de rat plus agée.

Outre les effets a long terme, on peut également se poser la question des effets
transgénérationnels. En effet, les études sur le stress montrent que les conséquences peuvent
impacter plusieurs générations, jusqu’a la génération F2 (Nephew et al., 2017). Certains suggérent,
notamment, I'implication de mécanismes épigénétiques. Pour exemple, la séparation maternelle
modifie le profil de méthylation de I’ADN, ce qui est associé a une expression altérée de certains genes
chez la progéniture (Franklin et al., 2010). Ainsi, I'exposition a un événement négatif au cours du

développement, tel que le stress ou la restriction sensorimotrice, peut laisser des traces dans le
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génome. Ces modifications du génome peuvent persister longtemps apres |’exposition a I'événement
négatif, voire se transmettre aux générations futures.

Toutes ces études permettent une avancée dans la prise en charge et la prévention de diverses
pathologies chroniques telles que le diabéte ou I'hypertension mais également de pathologies
neurodégénératives. L'environnement et le mode de vie de I'individu a I'instant T, ainsi que le terrain
génétique représentent, certes, des facteurs importants. Mais I'épigénome, fagonné durant le
développement sous l'effet de facteurs environnementaux, est également un élément crucial a
prendre en compte. Ces données renforcent lI'idée de I'existence de périodes critiques, de

programmation de la santé au cours du développement.

VIl) Importance de l'interaction mére-ratons

Durant la période postnatale précoce, les soins maternels représentent la principale source de
stimulation sensorielle et sociale. En effet, les meres passent environ 10% du temps a lécher et toiletter
leurs petits au cours de la premiere semaine de vie (Champagne et al., 2003). Or, la maturation du
systeme nerveux est fortement dépendante des interactions de I'individu avec son environnement.
Aussi, on peut se demander si le retard dans I'apparition des réflexes neurodéveloppementaux n’est
pas di a la qualité/quantité des soins maternels. La séparation maternelle précoce pendant de longues
périodes (1 a 3 heures) et la manipulation des petits peuvent générer un stress et entrainer un délai
dans I'apparition de certains réflexes (Bolton et al., 2017; Yang et al., 2021). Par conséquent, il est
possible que le fait de séparer les petits de la mére deux fois par jour pour mettre et retirer le dispositif
d’immobilisation génére un stress. Le stress et/ou la réduction de soins maternels pourraient
également étre a l'origine de la baisse du poids corporel chez les animaux RSM en comparaison aux
CTRL. En effet, la séparation mére/ratons entraine une réduction de poids corporel chez ces derniers
(Kamijo and Miyazato, 2023; Maghami et al., 2018). Toutefois, la manipulation néonatale chez les rats,
15 min/jour de P1 a P14, améliore le comportement de léchage/toilettage lorsque les petits sont
ramenés au nid (Gonzalez-Mariscal and Melo, 2017). C’est pourquoi nous avons veillé d’une part a ce
qgue la durée de séparation pour I'immobilisation des pattes postérieures et le retrait du dispositif
n’excede pas 15 minutes par jour, et d’autre part a ce que les rats CTRL soient également séparés de
la mére et manipulés de la méme maniére. En outre, les poids des surrénales entre les animaux CTRL
et RSM ne differe pas a P15 et P28 (données non publiées), suggérant que le protocole de RSM n’a pas
augmenté le stress. Des dosages de corticostérone dans le sang sont envisagés afin de conforter ces
données.

La diminution de poids corporel pourrait étre liée a une prise alimentaire réduite. Pendant les

deux premiéres semaines de vie, les ratons se nourrissent exclusivement via la tétée et I'attachement
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aux mamelles de la mére nécessite différents ajustements posturaux (Eilam and Smotherman, 1998).
Le retard de maturation posturale des ratons RSM peut rendre difficile les ajustements moteurs
nécessaires a la tétée. De plus, I'encombrement des cadres peut compliquer I'accés aux mamelles et
complexifier ces ajustements moteurs. Il est également intéressant de se questionner sur la
production de lait et sur sa composition. En effet, la composition du lait a une influence sur la prise
de poids des ratons (Mozes et al., 1993). Or, une étude récente démontre que la lactation est
particulierement sensible aux effets du stress: diminution de la production de lait, composition
différente du lait (diminution de la concentration en lipides)... (Josefson et al., 2023). Ainsi, il serait
intéressant de quantifier la prise alimentaire chez les animaux CTRL et RSM et d’analyser la
composition du lait (teneur en lipides, en protéines) afin d’évaluer I'impact du protocole de RSM sur
le stress de la meére.

Une autre hypothese réside dans le fait que le microbiote intestinal est connu pour jouer un réle
dans la régulation du comportement alimentaire (Yu et Hsiao, 2021). Pendant la période postnatale,
ce microbiote intestinal se développe : la diversité des bactéries est faible a la naissance, cette diversité
augmente fortement aux alentours de P21 (passage a la nourriture solide), puis de nouveaux
changements sont observés entre P24 et P27, en corrélation avec la maturation morphologique et
immunologique de l'intestin (Inoue and Ushida, 2003). Des facteurs négatifs pendant la période
postnatale, telle que la séparation maternelle, peuvent entrainer des modifications du microbiote
intestinal (H. J. Park et al., 2021), pouvant méme se transmettre aux générations futures (Otaru et al.,
2024). Des études démontrent que I'exercice physique peut réguler le microbiote (Zhang et al., 2023).
Ceci suggere que la RSM précoce pourrait induire des modifications au sein de cet écosystéme
intestinal, ce qui a déja été démontré chez les enfants atteints de PC associée a I'épilepsie (C. Huang
etal., 2019). Il existe des interrelations importantes entre microbiote intestinal, cerveau et muscle (Yin
et al., 2022). Ainsi, des souris adultes exemptes de tout micro-organismes présentent une activité
motrice altérée, une diminution du comportement anxieux, des perturbations mnésiques, une LTP
réduite ou encore une altération de la neurogenése dans I’hippocampe (Darch et al., 2021; Gareau et
al., 2011; Heijtz et al., 2011; Ogbonnaya et al., 2015). Le microbiote intestinal joue également un réle
au cours du développement du systeme nerveux, notamment dans la formation de la BHE ou encore
la myélinisation (Sharon et al., 2016). Dans les muscles squelettiques, des modifications du microbiote
intestinal entrainent une atrophie et une diminution de la transcription des génes associés a la
croissance du muscle et a la fonction mitochondriale (Lahiri et al., 2019). Le microbiote semble
également impliqué dans le phénotypage musculaire (Valentino et al., 2021). En retour, le muscle, via
la production de myokines, peut agir sur les intestins. Pour exemple, I'irisine peut stimuler la sécrétion
de ghréline par le tissu gastro-intestinal (Tekin et al., 2017). Le systéme nerveux influence également

le systeme intestinal via des voies hormonales ou nerveuses (Dono et al., 2022). Ainsi, outre le dialogue
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muscle-cerveau, les interrelations de ces deux organes avec les intestins sont également a considérer

et pourraient étre modifiées dans notre modéle de RSM précoce.
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