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Avant propos.

Afin de répondre a la demande énergétique au nireeculaire, les exercices de haute
intensité ont la particularité de solliciter fortem le métabolisme du sujet en augmentant la
consommation d'oxygene (VD les flux glycolytiques, mais aussi la respiratio
mitochondriale et le métabolisme de la phosphoeréatjue ce soit au cours de sprints longs
en athlétisme, en cyclisme sur piste ou encoreveora Différents travaux ont montré que
I'exercice de haute-intensité pouvait créer desupleations du fonctionnement physiologique
de l'organisme.

Pour exemple, une forte altération de I'aptitudebgle de I'organisme a éliminer le
lactate () a été dénotée par Freueidal. (1986, 1989) aprés des exercices de haute-indensit
De la méme maniere, Dubouchaetdal. (1999) ont rapporté une diminution des capacigs d
transport du lactate, apres un exercice exhanséifié a I'épuisement chez le rat, tout comme
Bishop et al. (2008) ont rapporté une baisse du contenu pratéigu co-transporteurs
lactate/protons (Monocarboxylate Transporters4) ehez 'homme apres 45 sec de cyclisme
a l'épuisement. D’autres travaux se sont focalisés les réponses de la fonction
mitochondriale apres un exercice intense. Certdimistre eux ont mesuré des altérations au
niveau des capacités oxydatives (Jubeiaal, 2003). Par ailleurs, ces paramétres, la capacité
de transport, le nhombre de co-transporteurs ldpraten et la capacité oxydative, sont
généralement reliés avec la capacité globale deotomation maximale d’oxygéne.

Or, il a aussi été rapporté dans différents trayauxe chute de V©Oau cours
d’exercices intenses, menés jusqu’a I'épuisemenin(iNela & Rusko, 1995; Perreyt al,
2002) au cours d’épreuves de 400 m (Haeoal, 2010), de 800 m (Thomas al, 200%) et
de 1500 m (Hanon & Thomas, 2011) réalisés surtaitedans les conditions de compétition.
Le méme phénoméne a été décrit sur 1500 m, maesnsent chez des sujets présentant une
baisse de vitesse en fin de course, alors que capable de sprinter, n’exhibaient pas cette
caractéristique (données personnelles). Ainsigde#tisse pourrait se produire uniguement
lorsque survient I'épuisement au cours de I'exerantense.

Méme s’il ne s’agit que d’'une énumération, il egeressant de remarquer I'étrange
concordance de ces résultats, a partir d’'une échellulaire (capacités de transport du lactate
et capacité maximale oxydative) jusqu'a une échgliss macroscopiqueyA{ et VO,max)

pendant et apres différents exercices menant auigément. Dans [|'état actuel des
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connaissances, de nombreux mécanismes métabolppuegent interférer sur tous ces
paramétres (hypoxémie induite a I'exercice, fuite potassium, augmentation de la
concentration de phosphate inorganique, stress abikythduit par I'exercice, acidose
intracellulaire...).

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avanisi cie nous attarder en particulier sur
la compréhension du role de l'acidose métabolique s mécanismes de régulation
impliqués dans ces réponses physiologiques, cielglat moléculaires au cours de I'exercice
de haute-intensité et de sa récupération. En €ffegestion de bicarbonate de sodium 90 min
avant un exercice de haute-intensité permet deireédfacidose métabolique induite par
I'exercice de haute-intensité au niveau des mustjeglettiques, du milieu interstitiel et du
compartiment sanguin pendant I'exercice et la réatpn. Ce type de supplémentation
contre placebo permet donc d’étudier précisémerdléede 'accumulation de protons sur les
différentes situations évoquées précédemment.

Ainsi, lors d'une premiere étude nous nous intéress aux potentiels effets d’'une
modification de I'équilibre acido-basique par lalmse induite par une supplémentation aigue
en bicarbonates de sodium sur la performance lexgitices répétés a haute-intensité, suivis
de 20 min de récupération, chez des athlétes duRp@hce de cyclisme sur piste. Puis, dans
un second temps, nous nous attacherons a identifigslication d’'une alcalose induite,
comparé a un placebo, sur les variations de réporesdtilatoires, et notamment de chute de
VO,, ainsi que sur la production de puissance au cdarsleux types d'exercices supra-
maximaux de pédalage, chez des cyclistes entrdiamds, un dernier projet, portera sur les
modifications de I'expression des protéines impdiggidans la régulation du pH musculaire et
sanguin (dont les principales sont les MCT 1 et#jsi que sur la respiration mitochondriale.
L'évolution de ces marqueurs a été mesurée pasibi@p niveau duastus lateralissur une
population sédentaire qui réalisait une répétitiertrois sprints espacés de 20 min de repos,
Soit aprés supplémentation en bicarbonate de soslitnaprés supplémentation d’'un placebo.

La réalisation de ce travail de thése est le ftwih travail collaboratif au sein de quatre
laboratoires (la Mission recherche de I'INSEP,dedratoire MIP de I'Université de Nantes,
le laboratoire de I'ISEAL (Institute of Sport, Exése and Active Living) de I'Université
Victoria de Melbourne (Australie) et de I'Unité IEBM U1046 de Montpellier) initié par
mes directrices de these, Mme Christine Hanon eeNbaire Thomas (INSEP) ainsi que par
mon co-encadrant M. Sylvain Dorel (laboratoire MIBh effet, les deux premiéres études de

ce travail ont été menées a 'INSEP. La premieueetta été réalisée en collaboration avec la
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Fédération Francaise de Cyclisme et en particléier sujets de I'Equipe de France de
Cyclisme sur piste sous la direction de I'entrameational Florian Rousseau. Puis, au cours
de ma deuxieme année de these, un séjour de dscanasein du laboratoire du Professeur
David Bishop, a Melbourne m’a permis d’effectuer pmotocole expérimental a partir de
biopsies musculaires pour réaliser la troisiemedetCes biopsies ont ensuite été envoyées au
sein du laboratoire INSERM dirigé par le Professéagques Mercier a Montpellier, ou j'ai
pu réaliser tous les dosages cellulaires et ma@es!lors de ma troisieme année de these.
Ce manuscrit se présente maintenant cing partegprémiéere partie de ce travail de
thése reposera sur une revue de littérature disatifes réponses physiologiques liées a la
réalisation d’exercices de haute intensité. Cettee de la littérature va donc nous permettre
d’appréhender les éléments importants concernanblie de l'acidose et des effets de
I'alcalose induite a partir de supplémentation éatbonate de sodium sur la production
d’énergie, la régulation de I'équilibre acido-bamqget de ces effets sur I'exercice. Nous
aborderons ensuite la contribution personnelleel¢&ravail de thése. Cette deuxiéme partie
présentera les objectifs, la méthodologie spédafigunsi que les principaux résultats de nos
études, et sera suivie d’'une synthese. Celle-siraede support pour les perspectives qui

peuvent étre dégagées de ce travail.
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Partie I. Revue de Littérature
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Chapitre I. Définition et caractérisation des exercices de haes

intensités

A. Introduction générale

1. Caractéristiques des exercices réalisés a intamsixémale

Les exercices a hautes intensité se caractérisgntie capacité a produire la plus
grande puissance possible au cours d'un exerciceédode bréve durée (3 sec a 3 min). Pour
ce type d’exercice l'arrét de I'exercice est touppprécedé d’'une baisse importante de la
production de puissance (en Watt) ou de travailk®nPar exemple, au cours d’'un exercice
maximal de 30 sec, la chute de production de puigspeut atteindre généralement 40-60%.
Si elle s’avere inférieure pour des exercices sgende plus longue durée, cette chute
surviendra néanmoins dans les 5 min qui suivedehat de I'exercice (Maughan & Aulin,
1997). Pour les exercices intenses répétés, onlesisports collectifs (Bishogt al, 2004;
Bishop & Claudius, 2005; Edget al, 2006&), des sports de raquettes (Montpetit, 1990;
Faccini & Dai Monte, 1996) mais aussi de certaiperts individuels ou les athletes
enchaineront plusieurs fois la méme épreuve suisanke journée (i.e natation, cyclisme sur
piste...), la diminution de puissance se fera toubag de la série d’exercices.

Les hauts niveaux de production de puissance ritargssn renouvellement trés rapide
d’adénosine triphosphate (ATP), du fait de sa mpitllisation sur les sites de production de
force, il apparait évident que ces exercices ddehatensité se caractérisent par une

mobilisation maximale ou quasi-maximale des diffées filieres énergétiques.

2. Réponses du métabolisme énergétigue au cours dieggrde

haute intensité d’'une durée inférieure ou égalé s8.

Depuis quelques années, la vision classique dbsitsdions des filieres énergétiques a
ete délaissée au profit d’'une vision plus intexactie ces contributiongigure 9. En effet, la
vision proposée au cours des années 1960 et 19itiisait a deux principales erreurs de
conception a savoir, une vision séquentielle desribmtions énergétiques qui étaient sensées
se succéder dans le temps et la croyance danstlguia le systeme aérobie répondait

lentement aux besoins énergétiques de I'exercice.
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—— Sprint trained
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Figure 1 : Contribution respective des 3 filiére:
au cours d’'un exercice maximal de 90 sec.
(Selon Gastin 2001)

La source immeédiate d’énergie pour la contractionsenlaire ayant pour source
I'hydrolyse de P'ATP, qui existe en quantité limetédans le muscle, trois processus
étroitement liés opérent de fagon a prévenir l&stidéplétion des stocks et ainsi satisfaire au
mieux aux besoins énergétiques du muscle. Le prayseme implique le fractionnement de
phosphagénes riches en énergie qui, de pair agaéderves d’ATP du muscle, pourvoit aux
besoins d’énergie immédiats. Le second procédéidguplla dégradation des glucides
(glycogéene principalement) en pyruvate puis eratacpar la glycolyse. Le dernier systeme,
aérobie, correspond a la combustion, en présermeygene, des glucides (ainsi que des
lipides et parfois protéines pour les exercicedrde longue durée). Il est ici important de
noter que ces trois systemes fonctionnent en synek@s deux premiers procédés sont
capables de régénérer 'ATP & haut débit (9 et iBrol.kg" ms.§", respectivement
(Hultman & Sj6holm, 1983) et permettent ainsi deodwire d’importants niveaux de
puissance musculaire. A l'inverse le troisieme &y se caractérise par une faible puissance
mais une capacité a produire de I'ATP quasimenmiiée. Les caractéristiques tres
contrastées de puissance et de capacité de esdilieprésentent un avantage pour interagir
de fagon efficace et continue a la resynthéseAlEFR’en toutes circonstances. Par ailleurs, il
est difficile d’estimer précisément la contributialu systeme aérobie a la fourniture
énergétique des exercices courts réalisés a hatetssité du fait de problémes
méthodologique (détermination précise de la,¥Dde la taille des muscles en activite, de la
guantité d’oxygéne délivré par la myoglobine eéfoglobine...). Cependant, il a été estimé
que lors des 6 premiéres secondes d’'un exerci8® gec, 1.32 mmol.kgms.s" d’ATP était

renouvelé par le systeme aérobie. De plus (Ga2fil) estiment que 6 a 27% de I'ATP
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produit lors d'un effort de 30 sec provient du sysé aérobie F{gure 3. Ces résultats sont
appuyés par ceux obtenus par Haeoral. (2010) montrant que sur 400 métres de course,
93.91£3.9 % de V@nax€tait atteint apres 24.4+3.2 sec.

a) La production d’ATP.

Les réserves d’ATP dans le muscle de 'homme stetviton 20-25 mmol.k§ ms
(muscle sec), avec un pic de renouvellement, tofitéses confondues, d’environ 15
mmol.kg* ms.§* au cours d’un sprint de 6 sec (Gaitaraisal, 1993), et d’environ 7.5
mmol.kg* ms.§' lors d’un sprint de 30 sec (Bogdargs al, 1995). Ces réserves en ATP
permettent donc de maintenir un effort d’'1 a 2 Geaitanoset al, 1993; Bogdani®t al,
1998; Bishop & Claudius, 2005). Au cours de l'exegcsous-maximal a état stable, la
resynthése est effectuée grace a la combustionatixgddes réserves de lipides et glucides,
mais ce débit de fourniture d’énergie est relatigetrient et ne peut compenser les besoins
engendrés par les contractions musculaires inteasesffet, le débit maximal de production
aérobie d’ATP est approximativement de 2.5 mmolk.s" et, du fait du nombre et de la
complexité de ses réactions, celui-ci n'est pasaiané. A l'inverse, la seule fourniture
d’énergie anaérobie est quasi-instantanée et @iutat de I'ATP avec un débit d’environ 11

mmol.kg* ms.s. Néanmoins, ce haut débit ne peut étre mainterwggelques secondes.

b) Le métabolisme de la phosphocréatine (PCr).

Le substrat principal de la contraction musculaloes d’exercice réalisé a haute-
intensité, est la PCr dont les réserves sont d'em80 mmol.kgd ms (Gaitanogt al, 1993;
Bangsboeet al, 2001) et permettent d’étre tres réactif afin damponner » (par association),
via la réaction de la créatine kinase, la rapideiawilation d’ADP qui est le premier stimulus
de I'hydrolyse de la PCr. Au cours des années 186@ pu penser que les 10-15 premieres
secondes de I'exercice maximal étaient pourvuednengie seulement par la dégradation de
la PCr. Au cours d’un exercice maximal de 30 setlitation de la PCr atteint son pic dans
les 2 premieres secondes de I'exercice et semiileteéde 15% apreés 3 sec de contraction et
de 50% a partir de 10 sec (Soderlwidal, 1992; Casewt al, 199@). Ensuite, dans les 10
derniéres secondes d’'un exercice maximal de 3hdespla contribution de la PCr équivaut
seulement a 2% des besoins énergétiques. |l esptabable que la rapide déplétion des
stocks de PCr au début de la contraction muscudaitda cause de sa rapide utilisation (60 a

80% du contenu total initial) au niveau des powts-anyosines. De ce fait, quand I'exercice
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maximal est maintenu plus de 20 sec, les stocHsla@ieés de PCr sont presque totalement
épuisés et I'on peut faire I'hypothése que les imssen ATP induis par ce débit d’hydrolyse
de PCr ne peuvent entierement étre couverts parolduction mitochondriale (Soderlured

al., 1992).

On sait aujourd’hui que le métabolisme du glycogénatribue, dés les premiéres
secondes de I'exercice, et tres significativemamd, resynthese de I'ATP (65 a 70% lors d’un
exercice de 30 sec ; (Cheethatal, 1986).

La glycogénolyse correspond a I'hydrolyse du glymoe musculaire (constitué
d’atomes de carbone (C), d’hydrogéne’)(Het d’oxygéne (O) (CHO)) en glucose 1-
phosphate ; et la glycolyse aux réactions impliquéans la dégradation du glucose ou du
glucose 1-phosphate en pyruvate ou lactate. Ceepsas de fourniture d’énergie est impliqué
deés les premiéres secondes de I'exercice interaetivation de la contraction musculaire par
le calcium (C4") et 'accumulation des produits de I'hydrolyse HATP et de PCr que sont
ADP, AMP, IMP, NH;" et R stimulent la glycogénolyse. L’accumulation duePde 'AMP
en particulier joue un réle majeur dans la régaratie la phosphorylaseet sert de lien entre
la demande d’énergie imposée par la contractionculaise et le débit d'utilisation des
substrats. Ainsi, une étude montrait que l'activilé la phosphorylasea diminuait
significativement en paralléle de 'augmentation’oiéensité de I'exercice (de 30% a 75% de
VO:2may (Hollidge-Horvatet al, 2000).

Au cours des réactions de dégradation du glycogdae protons et des électrons sont
libérés et pris en charge par un transporteur ctiélas (NAD) pour ainsi former du NADH
(Figure 9. La poursuite de la dégradation du glycogeneauaildcose ne peut donc se faire que
si ce transporteur est régénéreé et a libéré sefals et ses protons. Un premier moyen de
régénération réside dans le systéme de navettedaam@tochondrie qui va prendre en charge
les électrons et protons du NARHJUNn second moyen de régénération est assuré grace
'enzyme Lactate Déshydrogénase (LDH), déja évogeredormant du lactate a partir du

pyruvate.

Lors de I'exercice de haute intensité, la dégradatiu glycogéne s’accélere fortement
et engendre la formation d’'une grande quantitéyevate qui s’accumulera dans le cytosol

avant d’étre converti en lactate. Les donnéesiveltaux activités enzymatiques maximales
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mesureées in vitro au niveau du quadriceps nousappnt que pour les fibres rapides de type
lIb, la vitesse maximale d’activité de I'enzyme Lt de 486 umoles.mimg” et qu’elle est

de 5 pmoles.mihg’ pour une des enzymeso(lcétoglutarate deshydrogénase) limitant la
phosphorylation oxydative a l'intérieur de la mioadrie. Aussi, ces résultats révélent que la
conversion du pyruvate en lactate est quasimentf@@0plus rapide que [l'utilisation du
pyruvate par la mitochondrie. La formation de leetau cours des exercices intenses n'est
donc pas liée a un manque doxygéne, mais est ifonales vitesses des réactions
enzymatiques, et participe au maintien d’'une prdodres rapide en ATP.

Glucose CgH,;0; A () —
— a . N o Glucose CsHs:05 A . I VOIE‘unlalleu en
1 _ - paraliéle de la VOIE 1
ADP+Pi 1 D 1 D mais qui fonctionne
+Pi 100 fois plus vite
e o ADP+Pi 1.
D¢ -
ATP
1 N \D ATP ' 'R W
I - - I
- -
v o v
5
LO - f
. CO; LDH
ADP +Pi |
C mitochondrie Foee] - W § I:"/ Pyruvate | + ™
e @
ATP b v < ,
o = LACTATE
Carbone:Ci'i Proton:H . Oxygene:0 = Carbone:C A Proton:H . Oxygéne:0 W)
‘D Transporteur de proton NAD* . Transporteur de proton ‘ Transporteur de proton NAD* . Transporteur de proton

(avide)

[} =) ) e NADH; (chargé) ® ® (avide)

a NADH; (chargé)

Figure 2 : Schématisation des voies de transport @MD+/NADH2) des protons au sein du muscle
squelettique.(D’apres Claire Thomas-Junius, 2012)

Si la glycolyse implique davantage d’étapes qugdrblyse de PCr, ce systeme s’avere
néanmoins rapide en comparaison de la phosphamylatiydative, et permet de générer de
'ATP via la phosphorylation de I'ADP dans la sedemmoitié du processus. Il a cependant
etée montré par (Graniert al, 1995) une atteinte de 99% de la M@ suite & un test de
Wingate (30 sec), ce qui indiquerait égalementadaptation rapide de la capacité oxydative.
Toujours au cours d'un exercice maximal de 30 kecesynthése d’ATP par la glycolyse
intervient des les premiéres secondes, atteintdgbit maximal apres 5 sec d’exercice et peut
étre maintenu jusqu'a 20 sec de contraction isaquerquasi-maximale. Ainsi, au cours de
ce type d’exercice, la contribution de la glycolysta resynthése d’ATP sera le double de la
contribution de PCr comme Tillustrent les concatitins élevées de lactate musculaire a
lissue de I'exercice (112.7+10.3 mmolkgns) (Caseyt al, 1996)).
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Si I'on considere les niveaux de puissance et @Blaertie des filieres anaérobies, on
peut constater que l'utilisation immédiate de la R€Gamponne » le délai de mise en route de
la glycolyse dont la contribution a mesure quedteice se prolonge, augmente alors que la
disponibilité en PCr diminue. Il est & noter quaafih des exercices réalisés a haute intensité,
ces deux filieres ne permettent plus de mainteniddbit de resynthese de I'ATP, d'ou la

chute de puissance déja évoqueée.

Table Il. Estimates of anaerobic and aerobic energy contribution
during selected periods of maximal exercise

Duration of exhaustive % Anaerobic % Aerobic®

exercise (sec)

0-10 94 6

0-15 88 12

0-20 82 18

0-30 73 27

0-45 63 37

0-60 55 45

0-75 49 51

0-90 44 56

0-120 37 63

0-180 27 73

0-240 21 79

a Approximately = 10% at the 95% prediction level (refer table |
and fig. 2).

Figure 3 : Estimation de la contribution de I'énerge d’origine anaérobie et aérobie pendant différerds
durées d’exercices maximaux. (Selon (Gastin, 2001)

La Figure 3démontre qu’au cours d’'un exercice épuisant de®r3 la phosphorylation
oxydative contribue pour 60-80% des besoins énigiged (Gastin, 2001 p.200). En condition
de faible sollicitation aérobie (30% de ¥y, le débit d’'utilisation du glycogéne est compris
entre 45-70 mmol.kyms.§' (Hollidge-Horvatet al, 2000) alors qu'il peut atteindre jusqu’a
110 mmol.kg" ms.§* par voie anaérobie au cours d’un sprint de 30(Begdaniset al,
1995). Néanmoins, tres rapidement (de l'ordre deniaute), la contribution énergétique

aérobie devient supérieure a la contribution araén@igure 3.
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L’essentie :

» Il a été observeé des chutes de puissance de I'dedd®-60% pour des exercices de
30 sec.

» L’ensemble des filieres énergétiques, fonctionmeansynergie, sont sollicitées de
facon maximale ou quasi maximale :

» Pour un sprint de 30 sec, le renouvellement deP A5t égale & 7.5 mmol kgns.s'
» On observe une chute de la [PCr] en 20 sec d’eceiatense, pour ne représenter
gue 2% de la part énergétique au bout de 30 sec.

» La resynthese de 'ATP est majoritairement asspagde métabolisme du glycogéne.
» Le couple NAD/NADH; joue un role primordial dans la poursuite de adpiction
d’énergie par la glycolyse.

» Au dela de 30 sec d’exercice intense ~40% de lgagrovient de la
phosphorylation oxydative.

» La fatigue musculaireiendrait initialement de la diminution de la pration d’ATP
par les mécanismes anaérobies.
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3. Fatigue engendrée par des exercices de hautsimgten

Selon (McCullyet al, 2002), la fatigue peut étre définie comme « leetppement
d’'une puissance ou d’une force inférieure a celidgalement attendue suite a une activation
musculaire ». Néanmoins, la fatigue, sujet a umdyrsombre de publications scientifiques, a
été tres largement présentée comme un phénomernmesanet multifactoriel que nous allons

tenter de décliner.

a) Fatigue engendrée par des exercices de haute itgéens

continus d’'une durée inférieure ou égale a 30 sec.

« Fatigue et perturbation de I'approvisionnement

énergeétique.
Les données présentées dans les lignes précéaentsaggéré que la fatigue pouvait

étre causée par un déclin progressif de la proaluethaérobie d’ATP ou par un manque de
disponibilité de PCr et une chute de I'hnydrolysegliycogene. Si 'on considere un exercice
maximal isométrique de 30 sec, les taux d’utilmatie PCr sont respectivement de 3.3 et de
5.3 mmol.kg' ms.§' dans les fibres de type | et Il pour les premid@sec (Soderlunet al,
1992). A la fin de I'exercice, cette utilisatiorchuté de 60% dans les fibres Il et de 10% dans
les fibres I. Dans le méme temps, le débit de yaagiénolyse dans les fibres de type Il est
trés rapide dans les premiéres 20 sec (6.3 mmbhigs' comparée au méme débit dans les
fibres | (0.6 mmol.kg-1 msX. Pour les fibres de type I, ce débit diminuestt@rgement
dans les 10 derniéres secondes de I'exercice.|®amént, la production de force totale
diminue aprés les premiéeres secondes initialeaeha60% de son niveau maximal a la fin
de I'exercice et semble démontrer I'incapacité desifibres de type Il a augmenter leur débit
de resynthése d’ATP pour compenser le déclin déil@aes énergétiques.

La disponibilité en glycogéne en elle-méme n'es pauramment considérée comme
responsable de la fatigue au cours de ce type iers a intensités élevées, du moins tant
que le niveau de glycogéne avant exercice n’esinp@seur 100 mmol.kg ms. Cependant la
chute de pH associée a l'activité glycolytique avemt été prise pour responsable des
diminutions de performances musculaires. En effettaines études ont montré de fortes
corrélations entre chute de pH intramusculairehetecde puissance ou de force (Catil,
1989; Degroott al, 1993).
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++ QOrigine des protons et inhibition de la production

énergétique (Stewart HDR Claire)

A de hauts niveaux de fonctionnement de la glyaglya concentration en lactate a
longtemps été désignée comme responsable de liappade la fatigue au cours des
exercices intenses. L'inhibition directe de la proiibn de force de fibres musculaires
animales par la concentration d’ion$ 6l de lactate étayait cette vision. Selon lespiEsuide
recherche, il est ainsi rapidement apparu que tigu musculaire était susceptible d’étre
causée soit par I'augmentation de la concentrad®itactate, soit par celle d’ions’ Havec
une littérature plus abondante en ce qui concesiohs H.

L’origine exacte de ces protons est aujourd’huioeacsujet a débat dans la littérature
scientifique (Baileyet al, 1996; Brooks, 2000; Lambt al, 2006; Boninget al, 2007;
Lindinger & Heigenhauser, 2008; Sahlin, 2008), esnkle difficile a déterminer du fait des
différents facteurs biochimiques influencant levoduction et leur élimination. Cependant,
différents modeles proposés dans la littératurdettnd’expliquer que l'apparition de
I'acidose coincide avec la production de lactatedpet les contractions intenses du muscle
strié squelettique (Stewart, 1981; Robeegsl, 2004; Gladden, 2008). Selon le modele de
(Robergset al, 2004), la production de lactate retarde, maicaugse pas, I'acidose, et le
relargage des protons proviendrait de la réactibyddolyse de I'ATP non-mitochondrial
issue de la glycolyse, en APD et Pi, lorsque linsig® d’exercice augmente au-dela d’un état
stable. Quelle que soit leur origine, la vitessepdeduction des protons peut excéder leur
vitesse d’élimination, ce qui conduira, dans le dam exercice a haute-intensité a leur
accumulation intracellulaire et donc a une acidesesculaire. Ensuite, lors de la
récupération, la glycolyse est momentanément diéanlimitant donc sa production d’ions
H™), et le retour du pH a des valeurs basales sedlit un modéle mono-exponentighgre
4). Ainsi comme le montrent (Sahlet al, 1976), aprés un exercice dynamique intense de 6
min, le demi temps de récupération du pH musculested’environ 9 min lors d’'un repos

passif.
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Figure 4 : Cinétique du pH sanguin lors de 3min deepos apres un sprint maximal de 30-sec sur tapis
roulant. (Adapté de Glaister (Glaister, 2005) )

Cependant, alors que certaines études rapportenitioyplication de I'acidose dans le
processus de la fatigue, pourrait étre limitée @Paehet al, 2004), I'accumulation de protons
semble affecter la phosphorylation oxydative, d¢ee® activités enzymatiques, et la
régulation ionique de certains mécanismes (Sptial, 1989; Faveret al, 1995; Jubriagt
al., 2003). En effet, (Jubriast al, 2003)ont démontré que les flux oxydatifs les plus
importants, au cours d’'un exercice de 7 min, étaregistrés en l'absence d’acidose
prononceée et que la chute de pH accompagnant ¢tieeeentrainait une incapacité pour les
flux oxydatifs a augmenter. Ce résultat suggerecdgue l'acidose inhibe I'activité
mitochondriale et donc limiterait les flux oxydaté des niveaux sous-maximaux.

L’élimination des protons intracellulaires pendamt exercice intense se fait par la
capacité tampon musculaire et par différents systede transport membranaires tels que les
monocarboxylates (MCT) 1 et 4 qui ont la particiidade transporter un proton pour chaque
molécule de lactate échangée (Juel, 899697). Nous détaillerons le fonctionnement de ces
transporteurs dans un chapitre spécifique, mapphrait d’'ores et déja important de retenir
que I'élimination du couple lactate/Hpar les MCTs excéde la somme de I'élimination des
protons par I'échangeur N&* (NHE) et le systéme bicarbonate-dépendant (J895,1
1997; Pilegaard & Juel, 1995; Kristengaral, 2004). Par ailleurs, I'élimination des protons
peut aussi se faire par des systémes tampons altlaces (protéines et phosphates, et
systéme tampon métabolique) (Bisheipal, 2009). Il apparait d’ailleurs que les sprinteurs

(Rockeret al, 1994) ainsi que les athletes de sports collectfs une meilleure capacité
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tampon que les spécialistes d’endurance ou letssssgelentaires, ces athlétes sont ainsi plus
capables de résister a I'accumulation des iohsjiils produisent en grande quantité, et de
produire une plus grande quantité de travail poerintensité donnée (Edgeal, 2006).

L’évolution concomitante de ces divers métabolfies H', Na', La,, HCOs'...) rend
difficile in vivo de distinguer la responsabilité de chacun d’emsda genése de la fatigue
musculaire d’autant que la concentration de protofiaence la forme soit mono- soit di-
protonique du P cette derniere forme du Bemblant étre la seule a étre significativement
corrélée au niveau de force produit par le musdieséket al, 1987; Wilsonet al, 1998).
Néanmoins, la encore, le débat subsiste puisqum<{&anz, 2003) démontre que la fatigue
augmente alors que l'accumulation de dRprotoné diminue avec les répétitions et que
certains auteurs n'observent pas de corrélatitre eriveau de force et pH oy @&-protonée
chez l'animal (Adamst al, 1991; Cieslar & Dobson, 2001).

« Fatigue et facteurs précédant la formation des gont

d'union ?

Au cours d’un exercice intense, court et épuisbatcumulation de potassium (K
dans I'espace interstitiel entraine I'incapacitémple sarcolemme et les tubules-T a propager
efficacement le potentiel d’action dans la gamme #tautes frequences (Sejersted &
Sj@gaard, 2000), donc plus particulierement dasdiliees de type Il (Juel, 1986). D’autres
mécanismes, tels que la réduction de la libéradierC&" par le réticulum sarcoplasmique
(RS) (Favero, 1999), une moindre sensibilité ai’ @da jonction neuromusculaire (Sieck &
Prakash, 1995), au niveau de la troponine C (Gré@87) ou encore une défaillance de la
propagation du potentiel d’action le long des aso(®mith, 1980) peuvent expliquer la
limitation du nombre de ponts acto-myosine formeés.

Les réponses, telles que la libération dd*@ala sensibilité des myofilaments al*Ca
sont fortement dépendantes du pH intracellulaied(i§, 1992; Alleret al,, 2002; Westerblad
et al, 2002) entrainant une moindre fixation dif'Gaur la troponine C ainsi qu’une altération
de l'interaction entre la téte de myosine sur lfeetou de la [P perturbant la libération du
Cd* au niveau du réticulum sarcoplasmique (Allen & Yegsiad, 2001; Alleret al, 2002).
Ainsi, I'accumulation de ;Pd’ions H', de Md¢*, de K sont les causes les plus fréquemment
invoquées et débattues pouvant expliqguer l'alténatide la propagation du signal
neuromusculaire et de la machinerie mécanique delllae musculaire. De nombreux points

méthodologiques, tels que la température a laquiellemuscle est soumis pendant
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I'expérimentation (Myburgh, 2004), I'environnemedé la fibre (isolée, perméabilisé...)

peuvent avoir une influence notable sur les résuibentretenir les contradictions.

b) Fatigue engendrée par des exercices de haute itdens

intermittents de courte durée.

Tout d’abord, il est important de noter que leseax de fatigue fluctuent en fonction
de la durée (Balsoret al, 1992; Ratekt al, 2006; Billaut & Smith, 2010) et de la nature de
la récupération (Toubekist al, 2005). En effet, (Ratett al, 2006) ont montré que la
performance au cours de 10 sprints de 10 secapig toulant non-motorisé, était diminuée
de 3.5% avec un temps de récupération de 180 sex @raque sprints alors qu’elle était
diminuée de 29.4% avec seulement 15 sec de reposefdis lors des premieres répétitions
de brefs exercices intenses, la fatigue peut éasquée par un effet de potentiation ; comme
déja montré par (Okunet al, 2013).

Puisque, lors de sprints répétés, les stocks engiéreont principalement maintenus par
les sources anaérobies (telles que la dégradatiden FICr et la glycolyse), un manque d’ATP
semblerait étre directement lié a des déficiencesiveau du métabolisme anaérobie. Quand
les exercices intenses sont répétés et séparéedesipériodes de récupération, les deébits
d’hydrolyse de PCr diminuent progressivement estartiiellement au cours des répétitions
(Dawsonet al, 1997). Ainsi, (Mendez-Villanuewet al, 2012) ont montré que la récupération
de la quantité de travail produite, au cours de6l€ec de sprints, suivait la méme pente de
resynthése de la PCr. Ce résultat, associé auauxasie (Bogdaniet al, 1996), semble
directement prouver qu'il existe une relation foratre la resynthese de PCr et la
performance. Par ailleurs, 'examen de l'influencetype de fibres montre que I'hydrolyse de
PCr est supérieure de 35% dans les fibres de byjmriparée aux fibres | pendant la premiere
répétition mais que PCr n’est pas entierementusstaau bout de 4 min dans ce méme type

de fibre (déficit de 33% dans la seconde répélitadors que la resynthése est complete dans
les fibres de type F(gure 3.
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Figure 5 : Utilisation de la phosphocréatine dansels fibres de type | et Il au cours de deux séquerse
d’exercice maximal de 30 sec. (Selon Casey (Castyal, 199@))

Cependant, comme la production d’ATP anaérobie régtlée par un ensemble
complexe de facteurs, les modifications progressiiel’environnement métabolique peuvent
conduire a une inhibition de la glycolyse, lorssgeints répétés. Ainsi, Gaitanesal. (1993)
ont mis en évidence que 44% de la production d’AnRérobie lors du premier sprint de 10
sec (sur une série de 10) était de source glycplgtimais que ce pourcentage tombait a 16

lors du dernier sprint(gure §.

6.3% B ATP utilisation

/ O Glycolysis
O PCr utilisation

16.1%

44.1%

49.6%
80.1%

Sprint 1 Sprint 10
890.3+ 134 Energy production 31.6 + 14.7
(mmol ATP/kg dm)

Figure 6 : Production d’ATP lors du 1* et 1™ sprint de 10 sec sur un total de 10 répétitions gérées de
30 sec de récupération. (Selon Glaister (Glaiste2005), adapté de (Gaitanost al,, 1993)
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Plusieurs hypothéses ont émergé afin d’expliquéte éehibition de la glycolyse, mais
avec environ 300 mmol.Kgms de glycogéne disponible, I'idée d’une apparitie la fatigue
concomitante a la déplétion des stocks (et donme diminution de production d’ATP)
semble exclue. Une autre hypothése avancée smaitme préecédemment expliqué pour des
exercices uniques, la diminution importante de (Eh effet, I'augmentation de la
concentration en ions Hest connue pour altérer la phosphorylase et |spgitafructokinase
(PFK), enzymes régulatrices clés de la glycolysgyetogénolyse. Toutefois, certaines études
ont montré que la PFK n’était pas significativemamipactée par le pH en condition
physiologique normale (i.e pH > 6.3) (Dobsetal, 1986; Spriekt al, 1987@), et le serait
plus par une accumulation de citrate dans le cy{@uascaet al, 1985). Il a ainsi été publié
que 6 min aprés un sprint en course de 30 sec @iget al, 1995), la récupération de la

puissance n’était aucunement corrélée avec la éeatipn des valeurs de pH.

Enfin, 'augmentation de la durée de récupératininecles exercices semble avoir pour
effet de ralentir 'accumulation de lactate, alamge I'accumulation des métabolites est
diminuée. L’hypothese d’'une contribution accruedébit du pyruvate par lI'intermédiaire de
PDC (pyruvate deshydrogenase complex) au fil de®tittons pourrait expliquer cette
diminution de production de lactate (Greenhaff &mons, 1998). Au cours d’'une répétition
de 3 exercices maximaux de 30 sec espacés de dem@cupération, la contribution de PDC
a la production totale d’ATP évoluerait au fil depétitions de 29 a 33 puis 63% ce que

confirme 'augmentation progressive de M@ dans le méme type de séance.
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I ——————
L'essentie :

» L’'acidose trouve son origine dans I'accumulati¢iorgs H'.

» L'accumulation de protons altérerait la phosphdigtaoxydative.

» L'acidose associée a I'activité glycolytique penitier la fatigue lors d’exercices intenses
continus.

» |l existe différents moyens de régulation de 13][#bnt les principaux sont la capacité
tampon et les systemes de transports sarcolemmaux.

» Il existe des différences de capacités de réguaiofonction des niveaux
d’entrainement.

» La sensibilité au Ca de la troponine C semble diénpar I'acidose.

» L’accumulation d’H jouerait négativement sur la formation de ponts-agyosine.

» La quantité de travail produite lors d’'une répétitde sprints suit la pente d’évolution de
la [PCr].
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B. Conséquences physiologigues des exercices de hautgmnsités.

Il ressort des paragraphes détaillés ci-dessusl ejercice et notamment I'exercice de
haute intensité entraine des perturbations métaedi importantes qui, toutes prises
ensemble, peuvent expliquer I'apparition de lagfai Voici donc de présenter dangdeleau
1 les résultats des principales études ayant obseie&s modifications physiologiques, liées

au meétabolisme énergétique, imputables a I'exedgckaute intensite.

Tableau 1 : Conséquences d’exercices réalisés a temiintensités comparées a un exercice modéré
(Hollidge-Horvat et al, 2000), sur différents paramétres.

Hollidge-Horvat Bogdanis 1995 Bishop 2004 Gaitanos 1993 Gibala 2009
75% VOamax 30s sprint 5x6s sprints (R=30s) 10x6s sprints (R=30s) 4x30s sprints (R=4min)
8 hommes actifs 14 hommes entrainés 10 femmes entrainées 8 hommes actifs 6 hommes actifs
: [Pre: f: i Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post-
PCr mmol.kg! ms 87-&45 2531.5‘.5*. 77.1£2.4 15.1=1* 76.5=7.2 12.2+3.7* 82=4 22=6%
Glycogen mmol.kg! ms 459+36 148£27* 321.5%18.2 | 211.6=18.5% 316.8+74.8 201.4£00.1* 431£74 300£78*
ATP mmol.kg! ms 25.3+0.8 24.5+0.5 25.6+0.4 18.1=1.7* 2427 16.4+3.9% 30=1 18+2%
[La-]s mmol. L 0.75%0.06 | 6.51=0.6* 0.7+0.1 16.9=0.4* 0.8+0.02 ~O* 0.6=0.1 12.6+1.5* 153 1049%*
[HCOs-). mmol L' 26.4=0.5 | 24.4=0.6* 23.6=1.1 ~15%
[H*]s nmol L4 37.2%0.5 ~55%
Protate ~180 ~150
PH:anguin 7.37=0.01 | 7.22=0.01* | 7.38=0.01 7.08=0.03* 7.42=0.02 ~7.20% 7.37=0.03 7.10£0.03*
PHiusculaire 7.21x0 6.82=0.04* ~7.05 6.72=0.06* 7.12 6.89%
Poae watts 1360458 Post-sprint | Post-sprint 5 Post-sprint 1 Post-sprint 10 | Post-sprint 1 Post-sprint 4
~797 ~695 1253.3£334.8 ~835 944=91 742£32
*— différent dela valeur derepos (P<0.05) ; ~= valeur estimée 4 partir d"un graphique car non précisée dans le texte par "autenr : *= concentration en mmol kg ms
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Chapitre II. Mécanismes responsables de la production

d’énergie au cours d’exercices de haute intensité.

A. Production d’énergie au cours d’exercices de hautedensité.

La demande en ATP varie a la fois selon la duréeehsité et le volume totale de
I'exercice physique. Ainsi, pour répondre a ceobesénergétiques, les différentes voies de
production d’ATP yoir Chapitre ) vont étre impliguées de maniere plus ou moinsitgmte
comme nous venons de le va@hapitre ).

Si I'on s’intéresse maintenant aux exercices deeheniensité, mode d’exercice central
de ce document, il apparait que les fibres museslglycolytiques et oxydatives sollicitées
augmentent leur métabolisme énergétique, c’esteaalévent leur consommation d’oxygene
(VOy,), leurs flux métaboliques (oxydatif et glycolytejy et donc I'oxydation de substrats
energétiques afin de produire de I'ATP. Ainsi, psatisfaire la demande en ATP, les débits
oxydatif, d’'une part, ainsi que glycolytique, d'satpart, de production d’ATP vont
s’accroitre. Tout d’abord, pour subvenir aux besa@ias muscles squelettiques en oxygene, la
fréquence et 'amplitude respiratoires, ainsi quééquence cardiaque et le volume d’'éjection
systolique s’élevent a I'exercice, accélérant Engport de I'oxygene. Puisque la vitesse
d’ajustement du métabolisme oxydatif est lente, mamrativement au flux glycolytique, la
cinétique de la consommation d’oxygene peuvent ddeite par un modéle mathématique
exponentiel (Linnarsson, 1974; Wasserman & Whi®y5). Par ailleurs, tandis que les fibres
musculaires glycolytiques et oxydatives commencantaccroitre leur consommation
d’oxygéne des le début de I'exercice de haute sit&nelles déegradent immédiatement leur
réserve en glycogéne, qui est une réserve de @udas glucose est ensuite dégradé en
pyruvate par la voie de la glycolyse, permettaatsala formation de deux molécules d’ATP.
Ce pyruvate va alors connaitre deux destinésoitlil ¥a rentrer dans la mitochondrie pour y
étre transformé en énergie et donc aboutir a lmdtion de 38 molécules d’ATP par le
mécanisme de la phosphorylation oxydative (consatiomad’oxygene). C'est ce qu’on
appelle classiquement la voie aérobie. 2/ soi iétre converti en lactate par I'enzyme LDH.
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B. Le lactate : un intermédiaire métabolique

Apres production du lactate dans les fibres cotitegcson devenir peut se décliner en
deux possibilités : 1/ métabolisation du lactatedpit par des fibres avoisinantes faisant
partie du méme tissu ou d’un tissu différent (Briok998) (Figure 7), 2/ métabolisation du
lactate par la fibre d’origine (Figure 7).

Les échanges de lactate se font donc entre filoieges oxydatives et fibres blanches
glycolytigues d’'un méme muscle mais aussi entrexdauscles distincts en activité, sans
oublier les échanges avec le cceur, le foie ethecaa. Pour illustrer la seconde hypothése,
nous parlerons de l'utilisation du lactate par megochondries a lintérieur d’'une méme
cellule par la mise en évidence de transporteugsifipues au lactate sur les membranes
mitochondriales (McClellanet al, 2003). Ainsi nous pouvons résumer que le lactste
échangé a la fois de facon intra- et extracellelair

Historiguement les échanges du lactate entre diffés cellules ont été démontrés par
'équipe de recherche dirigée par (Brooks, 198&)ez le rat), avant que I'’hypothese
d’échanges intracellulaire soit émise. Cette hypstha évolué avec les moyens techniques.
En effet, en 1985, seule I'utilisation de traceistopiques permettait de mettre en évidence
les flux lactiques. A partir de 1999, Bergman et(Bergmanet al, 1999)conjuguaient les
traceurs avec des analyses directes d'échangeg gréades biopsies musculaires. Chez
’Homme, l'utilisation de lactate par d’autres cidls est responsable d’environ 50% du total
du lactate produit au repos (Mazzetoal, 1986; Brooks, 1991). Cette part augmentant a 75-
80% pour un exercice aérobie réalisé entre 50 @ @& VQmax Le niveau d’entrainement
influence également le métabolisme lactique, puwsdas sujets entrainés présentent une
clairance du lactate plus élevée que des sujeentgiks. Cependant les deux populations ont
des taux de production du lactate similaire pow mméme puissance donnée (Bergragal,
1999). Ceci soulignant I'importance du devenir dctdte au cours de I'exercice. Les équipes
de recherche ont alors orienté leurs travaux sexidtence d'un potentiel transporteur
spécifique au lactate et ont découvert I'existathe® MCT (Roth & Brooks, 1990). Il a par la
suite été montré que la quantité de transportemsluée en fonction du niveau
d’entrainement, ce qui peut expliquer les difféemnde niveaux de clairance précédemment
observées (Dubouchaed al, 1999; Bergmaset al, 1999; Bishopet al, 2008).

Toutefois, toute la quantité de lactate produitesh’pas immédiatement ré-oxydée et

passe dans la circulation sanguine générale augmtaihdnc les concentrations artérielles de
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lactate. Il a donc ainsi été démontré que les regsah activité permettaient de subvenir a une
partie des besoins en substrats du coeur (@edk 1988) ainsi que de servir de précurseur

néo-glycogénique (Friedlandet al, 1998; Bergmaset al, 2000).

Artéeres

Fibre Il Fibre |
rapide lente

Figure 7 : Représentation de la navette extracellalre du lactate (Fibre Il : Fibre rapide, Fibre | : Fibre lente)
(Modéle de (Brooks, 1986))

Concernant la seconde hypothese et la ré-utilisatiolactate a l'intérieur méme de la
cellule productrice par la mitochondrie, il est mnfant de noter que ce processus est rendu
possible par la présence des MCT mais aussi de d#id les mitochondries, comme mis en
évidence par (Pagliarirgt al, 2008) ainsi que par Hashimoto et al. (Hashimaital, 2005,
2006; Hashimoto & Brooks, 2008). Du fait que lema@ntrations, et donc les gradients, de
protons soient primordiaux pour permettre les fliedactate par diffusion facilitée, couplé au
principe de la clairance du lactate par oxydatibpnémglucogenése (Passaredtaal, 2008),
des mitochondries actives sont absolument nécesgair permettre le bon fonctionnement
des navettes de lactate. En effet, les MCT agissmanbintement avec la LDH mitochondriale
afin de permettre I'oxydation du lactate a l'ineknie des cellules, participant de pair au
maintien d’'un gradient de concentration autoridastflux « passifs » de lactate. Soulignons
toutefois, que (Yoshidat al, 2007) ont conclu dans leur étude que la quadtitdactate

réoxydé par les mitochondries intra-myofibrillairets sous-sarcolemmales était négligeable
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du fait de la faible concentration de LDH aus s##nla mitochondrie. Ce sujet fait toujours
débat.

Ce mode de « recyclage » du lactate met donc elerdse que les muscles squelettiques
a la fois produisent et utilisent comme substrattecenolécule, avec une production

principalement située dans les fibres glycolytigetlesne oxydation dans les fibres oxydatives
adjacentes.

L’'essentie :

» Modele de Brooks, 1986 : le Last soit réutilisé par la cellule de
production, soit il est utilisé par un tissu ou wedule différentes.

» Les différences de clairance de katre différentes populations ont amené
I'hypothése de I'existence d’un transporteur spged (MCT découvert en
1990).

» Les gradients de protons sont d'importance datratesport actif et/ou par
diffusion du Lavers la mitochondrie, ce qui permettra son oxyuhati
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C. La capacité oxydative du muscle:

1. Fonction et fonctionnement de la mitochondd@ure 8

La mitochondrie est un organite membraneux qui titoies la source d’énergie
principale de la cellule en produisant la plus denpartie de I'ATP. La densité
mitochondriale va ainsi tendre a étre plus impaeadans les cellules ou l'activité
meétabolique est la plus intense. On peut citer pag®s tissus le foie, les reins ou encore le
muscle strié squelettique. Les mitochondries cangat leur propre ADN (ADN,) et ARN
(ARNpy). Elles sont capables, pour répondre a une den@apisante d’énergie, de se diviser
(augmentation de la densité) et/ou d’augmenterneanbre de « crétes » sur leur membrane
interne (augmentation de l'activité). En effet,daaine de transport d’électrons (ou chaine
d’oxydo-réduction), qui a pour fonction de cré@&nkrgie par réactions cataboliques, se situe
sur la membrane interne de la mitochondrie. Cétténe est composée de plusieurs protéines
(pouvant étre de compositions trés variées) et rmagyformant des couples redox ou
complexes enzymatiques. L'ordre de ces complexperiéessentiellement de leur potentiel
d’oxydo-réduction, ou autrement dit de leur afn@vec les électrons. La chaine respiratoire
assure ainsi 'acheminement des électrons foyaisles équivalents réduits (NADH et
FADH?2) jusqu’a I'accepteur final d’électrons, a saW’ oxygéene.

L’apport des électrons a la chaine respiratoirtagel/ au niveau du complexe | (Cl)
ou NADH/ubiquinone réductase: par le NADH produt fa pyruvate déshydrogénase ou les
déshydrogénases appartenant au cycle de Krebs laup#xydation, 2/ au niveau du
complexe Il (CIl) ou succinate/ubiquinone réductgsar le succinate et 3/ au niveau de
'ubiquinone ou coenzyme Q: par le FADH2 produit pes déshydrogénases de la navette
glycérol-3-phosphate et certaines enzymes d@-¢xydation. Ensuite, les électrons sont
acheminés vers l'oxygene moléculaire par le congldd (Clll) (aussi  appelé
ubiquinol/cytochrome c réductase ou complexe cytmule bcl) et par le complexe IV
(CIV) (ou cytochrome ¢ oxydase ou cytochrome a3gnergie libérée progressivement le
long de la chaine respiratoire est en partie rééepéour générer de I'ATP par
phosphorylation oxydative. En effet, Cl, Clll et\MCagissent comme des pompes a protons
(ions hydrogénes, Bl alimentées par le transfert des électrons (théale Mitchell
(MITCHELL, 1961)). L’expulsion des protons depussrhatrice mitochondriale vers I'espace
intermembranaire génére un double gradierdctidue (négatif dans la matrice et positif
dans l'espace intermembranaire) d’'une part et decesdration d'autre part. Ces deux

phénomeénes s’additionnent pour attirer fortemesitides H en direction de la matrice. La
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dissipation de ce gradient de protons va pouvbérér de I'énergie grace au canal de 'ATP
synthétase (complexe V ; CV ; de la chaine respmtqui constitue une voie diffusionnelle

pour les protons. En empruntant ce canal, les psotoéent un courant électrique permettant
de catalyser la formation d’ATP par la liaison d'ypmosphate & un ADP (adénosine
diphosphate). Le retour des protons vers d&rioe est accompagné de la formation de
molécules d’eau a partir de I'oxygéne activé parééectrons qui lui sont transférés. Cette
formation d’eau contribue a prévenir la diminutidn gradient de protons et permet la

poursuite de la phosphorylation oxydative.

. -
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Figure 8: Représentation de la chaine de respiratiomitochondriale et ses différents inhibiteurs.

L’altération des fonctions et de la densité mitoulriale n’affecte pas seulement les
performances physiques mais, en premier lieu,iges&n effet, peuvent apparaitre a la suite
d’une inactivité prolongée, par exemple, une atiphusculaire (Romanellet al, 2010), du
diabéte (Lowell & Shulman, 2005; Schrauwen-Hindeyliet al, 2007) ou encore un
vieillissement prématuré (Dufour & Larsson, 2004gueiredoet al, 2008). Dans ce sens,
'augmentation du pool de mitochondries va congiba maintenir les fonctions musculaires

ainsi que ’lhoméostasie métabolique générale doscor
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I ——————
L’essentie :

» La mitochondrie peut répondre a une augmentatiaedeande en énergie soit par
augmentation de taile ou de densité soit par autatien d’activité.

» La mitochondrie peut oxyder du malate, du glutamdepyruvate ou du succinate
comme substrat.

» C’est la dissipation du gradient de protori)# travers le complexe V qui va entral
la production d’ATP.

» Le bon fonctionnement des mitochondries sembletdineent impliqué dans la
performance de haute intensite.
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2. La biogenése mitochondriale

Aprés avoir abordé le fonctionnement de la mitochi@y nous allons maintenant nous

intéresser a la régulation de la biogénese mitaditiale.

a) Geénéralités

La biogénese mitochondriale (BM), aussi appeléectivation de I'expression
protéigue mitochondriale», se définit comme I'enBlEmdes processus menant a la formation
de nouvelles mitochondries. La BM nécessite 'imtdion des génomes nucléaires (AN
et mitochondriaux (ARN), car comme le fait remarquer Hoppdldoppeler & Fluck, 2003)
différentes protéines constituant les membranesrias et externes de la mitochondrie sont
impliquées dans la béta-oxydation, le cycle de Krelh encore la chaine de respiration
mitochondriale. Or, seulement quelques une de k®ESipes sont codées dans I'’ARMlors
que la plupart sont codées dans 'ARNEN effet TARNy; n’est constitué que de 16 659
nucléotides (contre environ 3 milliards pour 'ARN codant notamment pour 13 ARN
messagers, 22 ARN de transfert et 2 ARN ribosonsigassentiels pour la fonction
mitochondriale. Toutefois, I'ensemble des protéinedées dans le génome nucléaire ainsi
gue les phospholipides constituant la membrane &watintégrés a leur emplacement propre
(apres avoir été synthétisés dans le cytosol) @i la BM puisse avoir lieu. Pour exemple,
une étude de Little et al. (Littlet al, 2010) a mis en évidence qu’au repos la majorté d
PGClu (peroxisome proliferator-activated receptor gamauactivator 1-alpha), un des
régulateurs clé de la BM, était concentré dang/tiesol mais qu’aprés 90 min de pédalage a
65% de VQnax le contenu protéique nucléaire de PG@@Yait augmenté de 54% sans que le
contenu total (cytosol+noyau) n’ait été modifiee f@sultat démontre bien que les protéines
cytosoliques sont importées et non pas produitéstérieur de la mitochondrie. Par ailleurs,
de nombreuses études (Liang & Ward, 2006; Gikalal, 2009; Serpiellet al, 2012) ont
mis en exergue que I'expression de ce gene étaitGée par d’autres facteurs comme p38
MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase), AMPX @AMP-activated protein kinase),
CaMK Il (Calcium calmodulin-dependent protein kiaas) qui eux-mémes étaient activés
par la contraction musculairgidure 9. En effet, I'interaction coordonnée de ces mdsule
signal, ainsi que des facteurs d’activation ouldhition de transcriptions permettent a la BM
d’étre initiée. Ainsi PGCd agit par exemple sur des facteurs de transcriptadés tels que
TFAM (mitochonrial transcriptor factor A), NRF1 (clear respiratory factor 1) ou encore
MEF2 (myocyte enhancer factor 2). Aussi, HDAC (& deacetylase) influe sur la BM en

pouvant inhiber I'activation de certains co-actawas et/ou facteurs de transcriptions.
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Il existe de nombreux stimuli pouvant initier la Bbmme le stress cellulaire ou
diverses sollicitations environnementales. Dans cidre de cette these, nous nous
intéresserons uniqguement a l'un des stimuli les plaportants : I'exercice physique / la

contraction musculaire (qui ne peut étre dissoei€apparition du SO).
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Figure 9: Schématisation des voies de 'activatiode la biogénése mitochondriale.
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b) Effet de I'entrainement sur la BM

En 1967,Holloszy (1967)fut le premier & montrer que I'entrainement en eadce
permettait I'activation de la BM dans le musclaéssquelettique. Depuis d’autres études
récentes ont apporté la preuve que linterval-ingn(4x30 sec séparés par 4 min de
récupération) (Burgomastet al, 2008; Gibalaet al, 2009) ou I'entrainement en endurance
de force (Balakrishnaat al, 2010) pouvaient aussi initier la BM dans ce méissu. Ces
deux formes d’entrainement peuvent ainsi augmguosgiu’a 50% le volume mitochondrial
chez des hommes non-entrainés et augmenter enéfgatadxydation des lipides. Depuis,
plusieurs travaux ont montré que la contractiongulasre par stimulation électrique in vitro
(Xia et al, 1997; Connoet al, 2001) et in vivo (Essig, 1996; Hood, 2001) cosditia la
BM. A linverse, d’autres auteurs ont mis en évicermue la dénervation ou une activité
musculaire diminuée, par immobilisation ou expositia la microgravité, entrainait une
diminution importante de la densité mitochondri@léicks & Hood, 1991; Ferrettet al,
1997).

Longtemps, les mécanismes pouvant expliquer poudéggrdrainement en endurance
pouvait augmenter la capacité oxydative du musmte gestés flous. Ainsi Gollnick en 1969
(Gollnick & King, 1969) et Kiessling en 191Kiesslinget al, 1971)ont respectivement fait
état d'une augmentation du nombre de mitochondrike deur taille aprées I'entrainement sans
toutefois pouvoir aller plus loin dans leurs anafysle résultats du fait du manque de moyens
techniques. Plus réecemment, une étude basée sujdi8 sédentaires s’entrainant 5 fois 30
min par semaine pendant 6 semaines a montré umeeatgtion de 40% du volume total
mitochondrial duwastus lateraligHoppeleret al, 1985). Cette augmentation importante ne
s’accompagna que de seulement 14% d’amélioratiodad®O,max Ceci peut toutefois
facilement s’expliquer car les adaptations dues ’'éxelcice ne s’observent que
majoritairement dans les muscles spécifiques d&clae (i.evastus lateraligoour exercice de
pédalage). Les 40% d’augmentation du volume enaidtodries sont donc a relativiser par le
désentrainement des muscles statiques en cyclizrag).(Ainsi Rosleet al. (1985) montra
une chute de 20% de la densité mitochondriale dangleltoide apres 8 semaines
d’entrainement sur ergocycle.

Enfin, des études utilisant différentes techniqoas montré que I'entrainement en
endurance augmentait en majorité le contenu enchutadries sous-sarcolemmales (SS)
plutét que le contenu en mitochondries inter-myrilféss (Hoppeleret al, 1985; Bizeawet al,
1998; Chilibecket al, 1998; Roussaedt al, 2000).
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c) Effet de I'exercice aigu sur la BM

Bien que peu d’études soient disponibles sur léstsepotentiels de I'exercice aigu
d’intensité modérée a maximale sur la BM, certaumigurs ont toutefois explorées différentes
voies de signalisation. Ainsi Gibaga al. (2009) ont montré qu'immédiatement aprés la 4eme
répétition de 30 sec de pédalage maximal, entré&asude 4 min de récupération, la forme
phosphorylée d’AMPK (p-AMPK) et p38MAPK étaient sificativement augmentées
comparativement aux valeurs de repos. De plus 8shgxercice, 'ARN,; de PGCi était
approximativement multiplié par 2 par rapport apoe Cependant, cette augmentation ne
s'est pas traduite en paralléle par une augmentdtiocontenu protéique en PG tomme
précédemment montré dans deux autres études éffsctinez I’'hnomme mais cette fois pour
des intensités modérées de respectivement 1 lin @'&ercice (Watket al, 2004; Coffeyet
al., 2007). Une autre étude (Littlet al, 2011) a aussi mis en évidence que le méme
protocole utilisé par Gibalet al. (4 x 30 secondes de sprints maximaux séparésndaa dle
repos) (Gibalaet al, 2009) permettait une augmentation concomitantBAd®N ; ainsi que
du contenu protéique nucléaire de P@@1h post-exercice. De plus, cette augmentation de
PGCX c’est accompagnée de 'augmentation des AREB COX 1l, COX IV (cytochrome ¢
oxydase Il et IV) et de CS (citrate synthase), jpi@d’augmentation du contenu protéique de
ces mémes enzymes. Cependant, bien qu'une augmentaicléaire de PGG@lait été
observée, le contenu protéique dans I'ensembleadeellule n’a pas changé. Ainsi la
modification de la concentration en PGCpourrait principalement étre due au temps
nécessaire pour synthétiser la protéine, soit condjeeétudié chez ’lhomme, au bout de 24 h
de récupération (Perst al, 2010). A l'inverse les résultats du travail @ (Filippiset al,
2008) ont permis de voir une augmentation de résecent 20 et 40% du contenu en
protéines de PG@] respectivement 30 min et 5 h apres 4 exerciegzedalage d’intensité
modérée. (Gibalat al, 2009) avancent I'hypothése que ces différencegsldtats pourraient
étre dues a un volume et temps de travail bien iphportant dans I'étude de De Filippis
(rapport de 1/20) (De Filippist al, 2008).

Cette hypothese pourrait étre validée par les tasulbbtenus par des chercheurs
(Serpielloet al, 2012) ayant comparés le méme type d’exercicepuei@iere fois en session
unique puis en répétition pendant 4semaines). Het, efls ont trouvé, en aigu, une
augmentation seule de 'ARNde PGC#, puis une augmentation de 'ARNet du contenu
en protéine. Ainsi la charge de travail (voluméeetps) pourrait effectivement étre un facteur

pouvant modifier le temps nécessaire pour syn#reR&SChr.

51



3. Le lactate : un carburant de la mitochondrie epréiturseur de la
BM

Comme préecédemment expliqué, le lactate produit@us d’'un exercice peut étre
directement reutilisé par la cellule au niveau eh®chondries. Ce processus est hotamment
rendu possible grace a la présence de LDH mitocfadacet de transporteurs spécifiques au
lactate (i.e MCT), I'expression de ces MCT étamidie possible par la présence de leur
protéine chaperonne (CD147) au sein de la mitoat@r{tHashimotoet al, 2005, 2007).
L'utilisation de lactate dans la mitochondrie petrde régénérer du NAD(Figure 9 et ainsi
d’assurer la continuité de la production d’éneggge la voie glycolytique.

Cependant, il a aussi été montré gu’'une exposd®rtellules musculaires au lactate
pouvait stimuler la biogénese mitochondriale, gpalement par I'activation de PG&.1En
effet, il a été montré que dans des cellules L6h&es durant 6h dans 10 et 20 mM de lactate,
la quantité d’ARN, codant pour PGGilavait significativement augmenté (multiplié pa)1.
comparé a des cellules non-incubées avec du lg¢tashimotoet al, 2007). Selon la méme
étude, la quantité de protéine de COX (i.e un imtgigr de la masse mitochondriale) avait été
multipliée par 2 et 2.5 aprés 6 h d'incubation damespectivement 10 et 20 mM de lactate.
Cependant, 48 h plus tard, uniqguement une conc¢iemtide 20 mM de lactate avait permis de
maintenir une quantité de COX deux fois supérieucelle observée dans des cellules non-
incubées. Ce résultat suggere I'existence d’'unl pewir I'activation des adaptations sur une
plus grand période de temps. L’augmentation de dase mitochondriale, ainsi que de la
quantité de LDH (multipliée par 1.39 et 1.33 apést 48 h d’incubation dans 20 mM de
lactate), semble attester une augmentation deplacité du muscle squelettique a oxyder du
lactate. Ceci permettant de la méme facon la ptamud’importants niveaux de puissance
par un meilleur rendement glycolytique tout en misant 'augmentation de l'acidose
musculaire et sanguine.

Enfin, il est intéressant de noter qu’Hashimetaal. (2007) ont mis en évidence que
I'exposition a 20 mM de lactate entrainait en gatalune augmentation significative de la
production d’HO,. Ce résultat indique que I'exposition au lactatene® on peut I'avoir au
sein d’un muscle en activité, initie la productidespece oxygénée réactives supposeées avoir

un réle clé dans la biogénése mitochondriale.
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L’essentie :

» La biogenése mitochondriale nécessite I'interactiof ARNpyc €t TARN .

» PGC est un régulateur clé de la BM

» La contraction musculaire et le stress oxydatit sieux stimuli important de la BM.
» L'entrainement en endurance augmente a la fodalla et le nombre de
mitochondries.

» Tres peu d’études sur les effets d’exercices rémiéséance aigue sur la BM.

» On note une augmentation de la concentration ei@ipes mitochondriales apres des
exercices trés intenses uniques.

» L’exposition d’un muscle au lactate entraine la Bidtamment par I'activation de
PGCL.

» En résumé, 'augmentation en paralléle des pro®iméochondriales (AMPK, p38 MAPK,

PGClu..) et de I'activié enzymatique (COX et CS) spécifique tendrait aysoune adaptation
rapide de la capacité oxydative ainsi que I'actigatde la BM. Le volume d’exercice jouant

probablement un réle moins import que l'intensité.
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4. Production d'espéces oxygénées réactives (EOR}liéactivité

mitochondriale

Le stress oxydatif représente I'action de certame$ecules instables (du fait de leur
électron non appari€), appelé radicaux libres (R),vont alors oxyder d’autres molécules
telles que les protéines, les lipides ou encor®NA afin de se stabiliser. Les protéines sont
cependant les cibles principales de ces RL, du deitleur présence importante dans
'ensemble du corps, et vont ainsi catalyser juadgiB% des « attaques » de RL (Davies &
Truscott, 2001). Bien qu’il existe une multitude dRL (atomes d’hydrogenes, ions
métalliques, radicaux a base de carbone...), la i@jsont, soit dérivés de I'oxygene (O),
et/ou du nitrogene (N) (Bogdaet al, 2000). La production ou formation de RL est en
premier lieu initiée par la consommation d’oxygemeaéculaire, qui du fait de sa structure est
lui-méme un radical libre.

L’ensemble des espéces radicales et non radicatdsregroupées sous le terme de
« dérivés réactifs d’oxygene/de nitrogene » (DRO@®M retrouve notamment dans cette
catégorie de DRON, des ions oxygeneés ainsi quepeesydes. Les DRON sont essentiels
pour maintenir 'homeéostasie du corps humain de lpar fonction de régulation. Par
exemple, ils peuvent étre de puissants signauxiohellation pour I'expression de certains
génes codant pour des facteurs de transcriptiodeodifférenciation, et peuvent aussi étre
impliqués dans les voies de signalisation (i.eiraBpn mitochondriale, (Wrighe¢t al, 2007,
Radaket al, 2013), la régulation de la circulation sanguineemcore I'augmentation des
antioxydants (Sen, 2001). Ainsi, comme nous leorerplus tard, il a été montré que les
DRON produits pendant I'exercice ont un réle edskrd jouer dans les adaptations
musculaires (Fisher-Wellman & Bloomer, 2009; Badtin& Westerblad, 2011; Lamb &
Westerblad, 2011).

Toutefois une concentration trop importante de Ruvant avoir des effets délétéres.
L’organisme possede de nombreux mécanismes antiokyd(de nature endogéne ou
exogene) qui permet de lutter efficacement conmecimulation des radicaux libres et
DRON. Le SO apparait donc lorsque la quantité d&oixydants va surpasser le potentiel de
« défense » du corps (les antioxydants), et a &@mavant dans I'explication de I'apparition
de certaines pathologies telles que I'obésité,medadies cardio-pulmonaires ou encore le
vieillissement (Chowet al, 2003; Chunget al, 2011). Les principales sources de formation

de DRON sont I'exposition a des polluants enviranaeetaux (Halliwell, 1991), une nutrition
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déséquilibrée et/ou trop importante (Sésal, 2005), et enfin I'exercice physique (Vollaard
et al, 2005).

Il apparait donc justifié de s’intéresser aux méraes par lesquels les DRON peuvent
initier certaines adaptations métaboliqgues au deimuscle strié squelettique, et notamment
sur la respiration mitochondriale, lors de I'exeeci

Les NO (oxyde nitrigue ou monoxyde d’'azote) et@&s(ions super-oxydes) sont deux
radicaux libres produits a des niveaux trés faibl@sepos dans le muscle strié squelettique.
Mais, lorsque la demande en oxygene augmente aauniles muscles lors d’exercices, la
consommation est aussi augmentée et en parall@RON. Cela peut s’expliquer, pendant
I'exercice, de différentes facons, mais notammeat Paugmentation de la respiration
mitochondriale et donc de la fuite d’électrons Idesleur transport tout au long de la chaine
de respiration. De plus, lors de la récupératidorsagque le muscle peut présenter certains
dommages, les mécanismes immunitaires, dont lfimfi@tion est un marqueur notoire, vont
aussi contribuer a 'augmentation des DRON.

Bien gu'il existe, toutefois, peu de preuves deeale la production de DRON dans le
muscle pendant I'exercice, notamment a cause dendactechniques, il existe dans la
littérature certaines preuves indirectes montfangmentation du SO lors d’exercices aigus

réalisés en anaérobie et en aérobie.

a) EOR et exercices en aérobie

Bien que le sujet de cette these ne soit pas palenent orienté vers les exercices
d’'aérobies « classiques » (i.e sollicitations int@otes de V@), Nnous étudierons toutefois
de la chaine de transport de I'oxygene. Il paraitaimportant d’expliquer succinctement les
avancées de la littérature au cours ces derniemagea a propos des effets de telles
sollicitations sur la production de DRON. En effs|lon Fisher-Wellman (Fisher-Wellman &
Bloomer, 2009), plus de 160 études ont jusqu’aketés référencées sur ces seuls types
d’exercices. Nous regarderons ensuite les résudtatoonnaissances développées pour des
exercices aigus brefs et intenses.

La durée de la majorité des exercices rentrant aoatégorie d’exercices aérobies de
longue durée, est égale ou supérieur a 2 h. Cdegportent principalement sur des épreuves
telles que le marathon (Tsat al, 2001; Radalet al, 2003&), l'ultra-marathon (Mastaloudis
et al, 2001; Radalet al., 2003d), le triathlon (Niemaret al, 2004), ainsi que les courses de
cyclisme (Tauleret al, 2006; McAnultyet al, 2007) ou a pied (Dawsoet al, 1998;

McAnulty et al, 2003) de longues durées. Enfin, certains autairsont intéressés aux effets
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du surentrainement sur la production de DRON (lRonds al, 1996; Palazzetet al, 2003).
D’'une maniére générale I'ensemble des résultategeétudes n’'aboutit pas sur un consensus.
En effet, alors que certains protocoles ont mis exergue une augmentation de la
peroxydation lipidique (Mastaloudist al, 2001; Tsaiet al, 2001; McAnultyet al, 2003;
Nieman et al, 2004), de l'oxydation des protéines (Taukdral, 2006), ainsi que des
dommages au niveau de I'ADN (Radékal, 2000; Tsakt al, 2001), d’autres n’ont trouvé
aucune modification de ces mémes parametres (Poetist, 1996; Niemaret al, 2004). De
la méme facon, les résultats concernant les défeasdi-oxydantes ne sont pas tous
similaires, avec certaines études montrant une antation (Ginsburget al, 1996;
Mastaloudiset al, 2001; Tauleret al, 2006) et d’autres une diminution (Ginsbwegal,
1996; Tauleet al, 2006).

La divergence de ces résultats peut étre lieevaaunides participants (trés entrainés, de
20 a 30 h d’entrainement hebdomadaire), a I'inténdés exercices, aux marqueurs de stress
oxydant utilisés et aux différents délais de préigents des tissus (Knet al, 2006). Ainsi
le niveau d’entrainement pourrait, selon certainews (Margaritiet al, 1997; Knezet al,
2006), avoir induit chez les participants une haiskronique du niveau de production de
DRON parallélement a une augmentation des défarsastioxydants. De plus, Margariéts
al. (1997)ont suggéré que méme si la durée des protocolefimgntaux était suffisante
pour induire une production de DRON, l'intensitéupait étre trop faible (justement pour
atteindre la durée d’exercice). De ce fait, lestipgants étant entrainés a la présence
d’'importants niveaux de DRON pouvaient posséderdigenses anti-oxydantes suffisantes
pour contrecarrer I'accumulation des DRON et doas fendre indétectables lors des
analyses. Enfin, comme I'ont fait remarquer (Ke¢al, 2006)a propos d’exercices d’ultra-
endurance, les marqueurs du stress oxydatif peungepis étre remarqués lors de I'analyse
des tissus si les prélevements n’ont pas été effed@ des moments opportuns (selon le type
de protocole) pendant et apres I'exercice. En giffat été montré (Mastaloudét al, 2001)
lors d’un 50 km de course, que le taux de lipidesopydés, par rapport au repos, était
significativement augmenté a mi-course, immédiatdgrael h post-exercice, avant de revenir
a un niveau basal 24 h post-exercice.

Pour conclure, malgré le grand nombre de travaaksés jusqu’'a présent, il n'est
toujours pas évident de trancher si oui ou nond@®mages induits par la production de
DRON lors d’exercices de longues durées sont umudlis nécessaire ou néfaste aux

potentielles adaptations physiologiques.
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b) EOR et exercices en anaérobie

Bien gu’ « anaérobie » signifie « sans oxygéneestams exercices tels que les sprints
répétés ou uniques supérieurs a quelques secoadelent en une augmentation de la
consommation d’@(Bloomeret al, 2005). Il a déja été mis en évidence qu’'un seata@ce
bref et intense suffisait a augmenter la concentratn DRON (Baileyet al, 2004, 2007).
Selon les revues de littérature de (Bloomer & Gaolf 2004) ainsi que celle de (McArdle &
Jackson, 2000), la respiration mitochondriale neisgas le seul facteur responsable de
'augmentation des DRON. Ainsi, le stress oxydptfirrait aussi étre initié suite aux breves
périodes d’ischémie/re-perfusion, au stress méaenigt dommages musculaires dus a
I'importance des contractions. Ces différents faxsteactiveraient notamment des enzymes,
telles que la xanthine ou la NAPDH, générant ddaax libres mais aussi pourraient initier
la migration des cellules inflammatoires vers leses affectées par la contraction musculaire.

Bien qu’il existe un certain nombre de travaux I&ffet des exercices anaérobies sur
le stress oxydatif, nous nous intéresserons i@uwuseuls protocoles de sprint, que ce soit en
course, cyclisme ou encore natation. D’une manigneérale les résultats des études sont
assez contradictoires. En effet, il existe un namiégal de travaux montrant une
augmentation de la peroxydation lipidique (Marzatt al, 1997; Groussareét al, 2003;
Lwow et al, 2007), de I'oxydation des protéines (Bloome¢ral, 2007), des dommages sur
'ADN (Schiffl et al, 1997), que de travaux ne montrant aucun effet cesr mémes
parametres (respectivement : (Svenssiaal, 1999; Bloomeet al, 2006, 2007).

Ces divergences pourraient s’expliquer par le dai¢ le volume d’exercice et/ou la
résistance appliguée au cyclo-ergométre soienffisants pour stimuler le stress oxydatif.
En effet, (Bakeet al, 2004)ont montré que, par exemple, la peroxydation lquei mesurée
immédiatement post-exercice était fonction de Isistance lors de sprints de 30 sec en

cyclisme.

++ Respiration mitochondriale et stress oxydatif

Nous avons vu que la production de DRON augmemsede I'exercice. Cependant les
causes de cette augmentation restent relativeriwergsf et ce malgré un nombre important de
travaux traitants de la question. Différents mésauweis ont toutefois été identifies (i.e
augmentation de la consommation g'Qschémie/re-perfusion, inflammation due aux
dommages musculaires...) mais leur part respectins daugmentation du stress oxydatif

est peu documentée. Il semble que plusieurs denéeanismes pourraient agir en synergie
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mais que cela dépende du type d’exercice (duréensité, volume) mais aussi du mode de
contraction (excentrique, concentrique, isométrjgue

Pourtant, les différentes équipes de rechercheaitl@avt sur le stress oxydatif
s’accordent a dire qu'une des sources principaleadieaux libres, au repos et a I'exercice,
résulte d'une « fuite » d’électrons au niveau dechaine de respiration située sur la
membrane interne de la mitochondrie (Vollaatdal, 2005). Ainsi, au repos ces « fuites »
peuvent représenter jusqu'a 2% du total de 'oxggéonsommeé et transformé en super-
oxydes (Boveris & Chance, 1973). Ce résultat pdraietdonc de penser que, lors de
I'exercice, la production de DRON va effectivemanigmenter, puisque la consommation
d’oxygéne peut étre multipliée par 100 a I'exergee rapport au repos.

Bien que les groupes redox des quatre complexesafdrla chaine de respiration
mitochondriale peuvent étre oxydés (et donc foroes radicaux super-oxydes), I'oxygene
apparait étre le plus « consommé » par le cytanbro oxydase du complexe IV (COX V).
Toutefois, les « fuites » ne sont observées que ges disfonctionnements des accepteurs
d’électrons des complexes Il et lll de la chaineaipiration. Récemment, il a notamment été
montré chez le rat que la production de DRON d'wouge réalisant un unique exercice
maximale jusqu’a épuisement (56 min) augmentait&&% pour le complexe | et de 138%
pour le complexe Ill, comparativement & un grougdestaire (Saboridet al, 2011). Aussi,
d’apres (Xu & Arriaga, 2009) le complexe | largueises anions super-oxydes uniquement
dans la matrice mitochondriale, alors que selorriasaux de (Mulleet al, 2004) les anions
super-oxydes du complexes Il seraient largués faitadans la matrice et en dehors de la
membrane intérieure mitochondriale. De plus, (\&siet al, 2006)ont identifié dans des
mitochondries isolées a partir de muscles striéglsttiques de souris adultes, aprés 15 min
de contractions isométriques, une augmentationfeigtive de la production de peroxyde
d’hydrogéne, comparé a des valeurs de souris soent Malgré les résultats de I'étude
précédente, il existe toutefois peu de preuvescidisequant a I'augmentation des anions
super-oxydes d’origine mitochondriale lors de I'exee, chez 'lHomme ou chez 'animal.

Le stress oxydatif a, par ailleurs, été suspec&l'®@n des signaux initiateurs de la BM,
ce qui serait ainsi un mécanisme efficace de ditidnude la production des DRON a
I'exercice par le réseau mitochondrial (Davegsal, 1982). En effet, pour la méme quantité
d’ATP produite, plus de mitochondries pourraiemdidonner & des niveaux plus faibles et
ainsi limiter la « fuite » au niveau des complekds et Ill. Ainsi, la BM agirait en parallele

des défenses anti-oxydantes. Ajouté a cela qudem été prouvé que l'augmentation de
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I'expression de PGGi(régulateur clé de la BM) via I'exercice chroniqoe aigu, pouvait
stimuler un large panel de défenses anti-oxydateiéss que Mn-SOD, Cu-SOD, Zn-SOD
(manganese-coper-zinc superoxide dismutase), GRXa(lgione peroxidase), catalase ainsi
qu'UCP2 et UCP3 (uncoupling proteins2/3) (St-Piesteal, 2006; Hitomiet al, 2008; Ji,
2008; Gomez-Cabreset al, 2009).

L’ensemble de ces études tendrait & prouver queyr@ntation significative de DRON a
I'exercice ne serait pas la seule conséquenceadghientation du flux d’'oxygéne dans la
mitochondrie.

L’'essentie :

» La majorité des RL sont dérivés de I'oxygene edounitrogene.

» 75% des attaques radicalaires dirigées vers le¢éipes.

» L'exercice physique est une des principales souted3RON, notamment de
I'activité mitochondriale (fuite d’électrons).

» Il est prouveé une augmentation du SO lors d’exesc&igus réalisés en anaérobie.
» Il existe de grandes variations de la quantité @epfduit lors d’exercices de
type aérobie (niveau et statut antioxydant desqigants, durée et intensité
d’exercice).

» Malgré un grand nombre d’études, pas de consensissseffets du SO sur les
voies de signalisation.

» Les fuites d’électrons se font essentiellementiagau des Cl, Cll et CllI

Aprés avoir détaillé le role du stress oxydatif glda dynamique des adaptations
physiologiques a I'exercice, nous allons maintemants intéresser aux effets de I'acidose et
de la régulation acido-basique au cours de I'egerci
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Chapitre Ill. Acidose métabolique et régulation de I'équilibre aido-

basique

A. Effets de I'acidose sur les fonctions métaboliques

1. Caractéristique de 'acidose d’'un point de vue inglique

L’'acidose métabolique apparait suite & une accuioolamportante d’ions H au
niveau sanguin et/ou intracellulaire. L’augmentatie la [H] est dle a plusieurs facteurs.
Tout d’abord on retrouve le catabolisme des acaemeés et des phospholipides, ensuite la
dégradation anaérobie du glucose, puis a lipolgsetdglycérides et enfin la conversion de
'acide carbonique en bicarbonate et hydrogene pouroir étre transporté dans le plasma
(CO+H,0 ¢ H,CO; & HCO; + HY). Cette accumulation se caractérise en premierplae
une diminution de la [HC§] (chute en dessous d'~22 mmot)Let d’'une chute du pH (pH =
-log [H']). Le pH peut étre maintenu a des valeurs neutr@s4 au niveau sanguin, ~7.35
dans le milieu interstitiel et ~7.10 dans le cytpgoace a plusieurs niveaux de régulation : 1/
les tampons chimiques, 2/ la ventilation et 3/re&canismes rénaux. La difference de ces
trois niveaux de régulation se trouve dans leuaid## mise en action (de quelques secondes

pour le premier a quelques heures pour le deratdeur puissance.

2. Conséquence de l'acidose sur I'activité contractile

Au repos le pH intramusculaire (gHest égal a environ 7.05, et il a été observé, a |
suite d’'un exercice intense, que le; piduvait atteindre des valeurs proches de 6.5 ifBahl
al., 1976; Sprietet al, 1989). Il a aussi été montré chez le rat qu'uaiblé acidose
musculaire (pH =6.9) obtenue suite a des stimulaté@ectriques s’accompagnait d’'une chute
de 60% de la force.

Au début d’'un exercice, il est tout d’abord possitilobserver une légere augmentation
du pH (+0.1), comme mis en évidence par deux equipeeaeerche (Westerblad & Allen,
1992; Hogaret al, 1999). Ce mécanisme pourrait s’expliquer paol@sommation d’'ions H
lors de la rupture de la PCr, et a linverse aréarde I'exercice le pH peu légerement
diminuer (-0.1) lors de la resynthese de PCr (Mat#& Fitts, 1987; Sahlin & Ren, 1989). ||
est aussi important de noter que, lorsque le gddcend a de tres faibles valeurs aprés un
exercice, la récupération de force se fait plusdexpent que le retour du pH a des valeurs
basales (Sahlin & Ren, 1989; Caelyal, 1989; Thompsomet al, 1992; Bakeet al, 1993).

Ce resultat indiquerait donc qu'un pH acide neisg@s le seul facteur responsable de toute

la perte de force consécutive a la réalisation duarcice. Toutefois, il a auparavant été
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reporté une corrélation entre chute de eHlisfonctionnement de la fonction contractilezh
le rat (Ranatunga, 1987). De plus, chez le ché sburis, il a été démontré qu’'a un;pié
6.30 et 6.67, respectivement, la force maximalegistrée dans Isoleusétait diminuée de
10% (Allenet al, 2008).

Une autre voie d’exploration par laquelle I'acidgseurrait altérer le rendement de
I'appareil contractile concerne I'activité duCaEn effet, sans I'action de cet ion la troponine
C ne permettra pas a la tropomyosine de libéresites de liaison acto-myosine, et donc de
permettre la contraction musculaire.

Si I'on regarde dans un premier temps la capacditélatdgage depuis le réticulum
sarcoplasmique, on s’apercoit que peu de résgitatisdisponibles, mais il a quand méme éte
montré que l'acidose pouvait réduire l'activatioesdcanaux libérant du calcium (Ryr)
(Williams & Ward, 1992; Launikonigt al, 2006). Cependant, cet aspect semble affecter de
maniére tres minime la production de force (Wesserl& Allen, 1993; Bakeet al, 1995;
Westerblacet al, 1997%; Radzyukevich & Edman, 2004).

Ensuite, il est acquis que l'acidose influence tiggment le dégagement des sites de
liaisons, grace a l'action combinée du calcium etlal troponine C. En effet, les ions H
peuvent apparemment aussi se fixer a la troponiaedonc empécher la formation des ponts
d’acto-myosine (Fabiato & Fabiato, 1978; Donaldsbal, 1978). En parallele, il faut tout de
méme souligner que des valeurs basses denpeiferent aussi sur la capacité des pompes
Serca a recapter le calcium (jusqu’a 5 fois moiaffidité pour un pHpassant de 7.03 a 6.3)
(Woloskeret al, 1997). Ainsi, ce ne serait pas la disponibiligs dbns calcium qui va altérer
la contraction musculaire (puisque non recapt@oet toujours présent dans le sarcoplasme)
mais bien la concurrence qui existe avec les iohgddir la fixation sur la troponine C. De
plus, ces mécanismes semblent directement implidags le ralentissement de la vitesse de
relaxation de I'appareil contractile chez la gratleuenopugWesterblacet al, 199'b). Les
mémes expérimentations n’ont toujours pas été teies sur muscles humaiinsvivo, mais
in vitro il a été observé une forte corrélation entre lmime de ponts d’acto-myosine formeés
et la vitesse de relachement de fibres musculéatagiées. Ce qui implique directement une
limitation de la performance lors d’exercice dyngu@ ou un rapide irnover» au niveau
des sites de liaison est nécessaire (Adteal, 1995).

Enfin, il a été identifié que I'acidose pouvait avan effet bénéfique sur la contraction

musculaire. En effet, (Pedersest al, 2004) mettent en avant, sur fibres musculaire
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dépolarisées, le fait que l'acidose intracellulatnegmente I'excitabilité du systeme des
Tubules-T, limitant ainsi I'apparition de la fatiguors de contractions répétées. Ce résultat
s’expliquerait par une imperméabilité membranaireldore (Cl) plus importante en acidose,
réduisant d’autant la quantité de 'N@écessaire a la propagation d’'un potentiel d’actide

cette fagon, I'excitabilité des Tubules-T sera @gée plus longtemps au cours d’un exercice.

L’essentie :

» Les parametres physiologiques sanguins et musesilpeuvent étre fortement
perturbés par I'acidose métabolique.

» Bien que multi-factorielle, la baisse de contraétimusculaire pourrait étre
influencée par I'acidose métabolique.

» Cependant, les résultats ne sont pas tous condsrdan

Nous venons de préciser les effets de I'acidosd’activité contractile du muscle et
nous allons maintenant nous intéresser aux pokemféets de I'acidose sur les parametres
physiologiques, a savoir la chaine de transpofbaggene.
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3. Conséguence potentielles de l'acidose métabolique le
transport Q.

a) Observation de la chute de Y@u cours de l'exercice

intense mené a I'épuisement.

Différents travaux dans la littérature se sont reggéés a I'évolution de la
consommation d’oxygene (\Mpau cours d’exercices supramaximaux menés a sépuent.
Certains travaux ont montré que la valeur maxintldeVG, (VO2omay peut étre sollicitée
pendant ce type d’épreuve (Astrand & Saltin, 196dgnieret al, 1995; Gastiret al, 1995;
Zamparoet al, 1999; Billatet al, 2000; Thomast al, 2005%; Hanonet al, 2008) alors que
d’autres ont indiqué I'atteinte de valeurs sous imales de VQ (Medbg & Tabata, 1989;
Yamamoto & Kanehisa, 1995). Le type d’ergometrésdti(ergocycle, tapis roulant, épreuve
sur piste, kayak...) et donc la masse musculaireigquéé, le protocole d’exercice choisi (all-
out, puissance constante, compétition...), ainsi dgpieniveau d’expertise des sujets
(sédentaire, actif, confirmé ou haut niveau), sbfiérents paramétres qui peuvent contribuer
a expliquer les divergences au sein de la littéeatin ce qui concerne l'atteinte ou non de
VOo,max au cours d’exercices supra-maximaux meneés gdtpuisement. Jusqu’'a tres
récemment, il était couramment admis qu’une fdisirat, I'état stable d’'une valeur de YO
sous-maximale ou maximale se maintenait jusqu'didade I'exercice si lintensité le

permettait (Astrand & Saltin, 1961), ce qui en itéah’est pas toujours le cas.

De récentes études ont mis en exergue, que suiteédat stable, une diminution de
VO, pouvait se produire a la fin d’épreuves exhausti¥@ntensité sévere a supramaximale.
Cette diminution de V@en fin d’exercice a été mise en évidence au adb@peuves courues
selon une stratégie de compétition : chez touatldstes au cours d’un 800m (Thonedsal,
2005), chez 8 athletes sur 12 lors d’un 1500 m (Hagioal, 2008) et chez tous les athlétes
sprinteurs sur 400m (Hanat al, 2010).
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Figure 10 : Evolution de la VO, au cours de tests de course de 400-£),(800-m @), et 1500-m @)
running tests.

Ainsi, une chute de VQcorrespondant a 15 % de la valeur de, @0 a été observée
dans le dernier 100 m du 400 m pour tous les ahl€igure 3, confirmant en cela les
résultats préalables déja observés au cours diegerae course épuisants réalisés a
puissance constante (Nummela & Rusko, 1995; Petray, 2002) et sur le terrain (Thomas
et al, 200%; Hanonet al, 2008). Par ailleurs, bien que non discuté paalgsurs respectifs,
ce phénoméne apparait sur les figures d’autreegtidghlisées sur le terrain en kayak ou en
cyclisme (Yamamoto & Kanehisa, 1995; Zampab al, 1999; Bishopet al, 2002).
Néanmoins, les études antérieures realisées sum4A®bservaient pas de chute de /O
Cette fois encore, ceci peut étre expliqué pahtaxcdes fenétres d’échantillonnage utilisées
par les auteurs (200 m (Duffiedd al, 2005) et 30 sec (Jamesal, 2007)) qui ne permettent
pas d'observer ce phénoméne au cours d’'un exesciss court. Nummela et al. (Nummela
& Rusko, 1995) qui avaient observé une chute de ¥@ fin d’'un exercice maximal de 50

sec sur tapis roulant utilisaient également un mogge sur 5 sec.

Par ailleurs, l'analyse attentive des figures pmé&ss dans les articles princeps
d’Astrand & Saltin (1961), de (Gastin & Lawson, #99de (Yamamoto & Kanehisa, 1995),
de (Zampareet al, 1999) et de (Bishopt al, 2002) fait apparaitre, semble-t-il, le méme
phénomene, que ce soit sur bicyclette ergométrigukayak. La particularité de toutes ces
études repose sur la stratégie de gestion de rfedfo cours de I'épreuve, avec a savoir un
départ tres rapide suivi inexorablement d’une clogt@itesse (ou de puissance) jusqu’a la fin
de l'exercice, mais qui se maintient toujours animeau de vitesse (ou de puissance)

supérieur a la vitesse maximale aérobie. On pautes’oger sur le fait que la chute de ¥O
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pourrait étre liée a la chute de vitesse, maisédifites études menées sur un exercice
exhaustif a puissance constante ont relaté auggi@@omene de chute de ¥@.insi, Perrey

et al. (2002) ont mis en évidence lors d’'une épreuve soagimale effectuée a 95 % de
VO2max €t conduite jusqu’a I'épuisement, une décroissateeVQ, (P<0.01) lors de la
derniere phase de sa cinétique chez 7 sujets damckl entrainés sur 13. De méme,
(Nummela & Rusko, 1995) ont décrit au cours d’'u@mQréalisé sur tapis roulant et mené
jusqu’a I'épuisement, une baisse significative d@,\(P<0.05) en fin d’exercice, chez 13

sujets sur 14.

% Hypothéses permettant d’expliquer la chute de VO

Aussi, quelle que soit la répartition de I'effattressort que le point commun de ces
études est I'épuisement volontaire des sujets aloes les intensités, et donc les durées
d’effort, sont différentes. La chute de Y@eut donc étre un des facteurs interférant avec la
chute de vitesse, mais ceci n'est pas systématlQue point de vue physiologique, nous
pouvons émettre différentes hypotheses sur lesdecsusceptibles de contribuer a la chute
de VQ, bien que les causes théoriques de cette chutéQdeaient été peu examinées.
Néanmoins, Perregt al. (2002) avancent plusieurs hypotheses non exclisivee chute du
deébit cardiaque et/ ou de la différence artériov@ase en @imputable a une vasoconstriction
dans les muscles actifs, une diminution de la atitur artérielle en ©et/ou une inhibition
des phosphorylations oxydatives. De plus, une datides muscles respiratoires a pu étre
démontrée lors d’exercices épuisants (Johmta, 1993). La chute du volume courant qui
peut selon (Gallagheet al, 1985) témoigner d’'une réduction de la force dassales
inspiratoires, a par ailleurs été mise en évidetares les précédentes études ou une chute de
VO, avait été observée (Perretyal, 2002; Thomast al, 2005%; Hanonet al, 2008).

% Acidose métabolique et chute de;VO

Il a par ailleurs été démontré que I'acidose mdiqbe induite a I'exercice pouvait
provoquer différentes perturbations physiologigdass la chaine de transport de I'oxygéne
(Dempseyet al, 1982). Or récemment, il a été observé, dansrigietel00 m de la course de
400 m, une diminution significative du pH (de 7d@es 300 m de course a 7.00 apres 400 m
de course, soit une augmentation de prés de 60 #owuhbre de protons) et une diminution
significative de la [HC®] (de 10.7 aprés 300 m de course & 4.9 mrhaldrés 400 m de
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course, soit une diminution de I'ordre de 54 %)rblaet al, 2010). |l ressort de ces résultats
une forte relation inverse entre la chute de,\dans le dernier 100 metres d’'une course de
400 m et I'acidose sanguine a 300 m de course (0.%6,P<0.05), d’'une part et la déplétion
en ions bicarbonates (r = - 0.6P<0.05), d'autre part (Hanoret al, 2010). Cette

« aggravation » de I'état métabolique observéefim ldu 400 m, est conforme aux valeurs de
bicarbonates relevées dans le sang aprés une dbompétaviron (Nielsen, 1999) ainsi
gu'aux valeurs de capacité tampon musculaire ques revons observées a la fin d’un
exercice épuisant de 45 sec (Bisl@l, 2007). De plus, la baisse de ¥€lait inversement
corrélée a la valeur de saturation artérielle eygere (Sag) mesurée a la premiere minute
de récupération (r = -0.7%<0.05). Une relative désaturation artérielle estceptible de
s’'installer a I'exercice a des intensités voisidesVOymax (Dempseyet al, 1984), et pourrait
provoquer sa chute avant I'épuisement total délese (Dempsey & Wagner, 1999). De leur
c6té, (Nielseret al, 2002) ont montré qu’une supplémentation en bmate au cours d’'une
épreuve maximale de 2000 m en aviron, atténuaidiese métabolique et consécutivement la
désaturation artérielle, ce qui nous laisse speésuieune possible atténuation de la baisse de
VO, lorsque I'acidose est compensée. Enfin, (Julaiad, 2003) ont démontré que I'acidose
pouvait inhiber les mécanismes de phosphorylatiorgdatives au cours de I'activité
musculaire, et donc conduire potentiellement ahaisse de V@ Ceci irait dans le sens des
travaux de (Hirvonewet al, 1992) qui ont observé une chute significativdadeoncentration

en ATP musculaire dans le dernier 100 m d’'une é@rele 400 m, pouvant témoigner d’un

moins bon rendement oxydatif lié aux perturbatiordtaboliques.

De plus, (Dempsegt al, 1982) ont préalablement démontré que I'accunmanaties
ions H pouvait induire des perturbations physiologiquassile systéme de transport ¢'O
De fait, pendant les courses de 400, 800 et 150@gmparticipants présentent des valeurs de
fréquence respiratoire et de volume courant pditi@ment élevées. Ces résultats peuvent
indiquer que les coureurs hyperventilent dans ledsupartiellement compenser I'acidose
métabolique et de maintenir une pression alvéolzaréelle en @ optimale (Juel, 1999. Il
est a noter que la ventilation continue d’augmemters que VGhax a déja été atteint
(Dempseyet al, 1982). De plus, une fatigue des muscles resjpieat@t une diminution du
volume courant ont déja été démontrées au coureidiees épuisants (Gallaghert al,
1985), ce qui pourrait indiquer une réduction déolae des muscles inspiratoires. Au cours
d’exercices maximaux sollicitant 'ensemble du &rfa combinaison d’'un pH tres bas et

d’une faible capacité vitale (non mesurée dan® &ttde) comme démontré par Niels¢al.

66



(1999) pourrait devenir critique pour la pressioriérgelle en oxygéne (Pap et par
conséquent pour V{dDempseet al, 1982).

b) Oxygénation musculaire.

Comme vu précédemment lors d’exercices dépassantqlelques secondes, les
mitochondries augmentent significativement leurdeanent énergétique, modifiant ainsi le
profil d’oxygénation musculaire. Cette oxygénatiggguvant étre mesurée par la Near
Infrared Spectroscopy (NIRS), peut donc étre édipour déterminer I'équilibre entre
I'oxygene délivré (QQ) et I'oxygéne consommé (\Mpau niveau musculaire (mesuré par les
modifications de désoxyhémoglobine (HHb)).

Comme dit précédemment, I'hémoglobine transportetrés grande majorité de
I'oxygene, c’est pourquoi la mesure de la satunatie fera essentiellement a partir de cette
molécule. Chaque molécule d’hémoglobine peut trarepjusqu’a 4 molécules dzOAiInsi,
la saturation en ©Ofait référence au ratio entre la quantité gf@ée a I'hnémoglobine et sa
capacité de transport totale. Le principe de laratibn est basé sur la pression partielle gn O
(pPQ) a laquelle est exposée I'hnémoglobine (Hlal, 1996). De cette facon, I'Gse fixera
facilement a I'hémoglobine au niveau des alvéoldmpnaires, ou la pPCest élevée, avant
d’étre transporté vers les tissus périphériques @te libéré, ou la pPLest plus faible. De
plus, la HHb aura une affinité accrue pour le,G@ur permettre une évacuation vers les
poumons (effet Haldane).

Ce principe d'association/dissociation est illustg@ar une courbe sigmoidale
représentant I'affinité de I'hémoglobine pour I'@gne au fur et a mesure que la pPO
augmente. Ainsi, pour une pRP@e 100 mmHg la saturation en oxygene sera d’en\@ito
(Hall et al, 1996). Cette courbe de dissociation est affegtdeplusieurs facteurs dont le pH
est 'un des principaux avec la température, la pROpPCQ et le 2-3 disphosphoglycerate
(2-3 DPG), qui est un métabolite provenant de igalyse anaérobie (Dickson 1995). A
I'exercice, la courbe peut étre déplacée vers datal(faible affinité pour I'Q) du fait de la
combinaison de ces éléments : baisse du pH, bdésEepPQ, augmentation de la pPGQle
la température et de la [2-3 DPG] (Riggsal, 1973). Ceci a pour effet de favoriser le
“largage” de I'Q au niveau musculaire notamment et ainsi d’augnelaeproduction
d’énergie mitochondriale. Toutefois, I'acidose ssng pouvant intervenir au niveau des

complexes alvéoles pulmonaires-capillaires, laratitn en oxygéne pourra étre diminuée
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des le début du cycle de transport, limitant panéme occasion la quantité d'@nalement
délivrée au niveau tissulaire.

Il a été mis en évidence que lors d’exercices lefhaute intensité, impliquant donc le
métabolisme anaérobie, I'accumulation d’iord Hllait entrainer une augmentation de la
pPCQ (McArdle et al, 2010), ce qui va avoir pour effet de stimulerdapiration. En effet,
les ions H tamponnés en premier lieu par les ions HGONt amener la formation d’eau et
de CQ (H" + HCO; <& H,O + CQ), CO, qui devra alors étre expiré afin de ne pas reeforc

la désaturation de I’hémoglobine.

c) Influence de l'acidose métabolique sur la respoati
mitochondriale

Plusieurs études ont rapporté une modificationadesgpiration maximale mesurée a
partir de mitochondries isolées en condition d’as&l aigie. Ainsi, lorsque le pH est réduit
dans une gamme physiologique (de 7.0 a 6.5), negatudes montrent une diminution de la
fonction mitonchondriale (Hansford, 1972; Mitcheis& Hird, 1973) alors que d’autres
considerent I'effet de 'acidose comme négligedPldegaardet al, 1994; Tonkonoget al,
1999). Cependant, il a été démontré que, toujoaws gdes mitochondries isolées, I'acidose
réduit la capacité oxydative maximale quand ellé ieduite avant la stimulation des
mitochondries par 'ADP (Tonkonogi & Sahlin, 1998)n revanche, si I'acidose est induite
alors que les mitochondries sont déja activéesl’p&P, il n'y a pas de réduction de la
capacité maximale oxydative. Ce résultat démonieelg respiration mitochondriale présente
une sensibilité différente a l'acidose en fonctm son statut d’activation, et que celle-ci
s’avere plus forte pour des mitochondries isolémaparées a des mitocondries étudides
situ (i.e., fibres perméabilisées) (Walsh al, 2002). Par ailleurs, (Jubrias al, 2003) ont
détecté une diminution de la capacité oxydative tbune acidose intracellulaire.

L’ensemble de ces résultats est toutefois en adiéquavec un effet potentiellement
inhibiteur de l'acidose sur la respiration mitocoale maximale et non un effet

amplificateur comme décrit par (Tonkonagial, 1997; Leelet al, 2001).
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-
L’essentie :

» La chute de V@observée en fin d’exercice intense pourrait ébresécutive a
I'apparition de I'acidose métabolique pouvant irdrika phosphorylation oxidative.
» L’accumulation d’ions H perturbe le systéme respiratoire par une
hyperventilation destinée a lutter contre I'acidos&tabolique.

» Plus la chute de V&sera importante en fin d’exercice intense, plysif@Os]
sera faible.

» L’alcalose induite peut atténuer la désaturatiaéreile en Q.

» La diminution de pH favorise le largage deJd'&@u niveau capillaire, mais peut
diminuer la saturation en oxygéne au niveau pulnimena
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B. Réqulation de I'équilibre acido-basique

1. L’importance de la capacité tampon
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Figure 11 : Représentation des différents élémentonstituants la capacité tampon totale. Données igss

de Sahlin et Hultman 1980 (Hultman & Sahlin, 1980).

Au début d'un exercice, le pH ne chute pas immédiant grace a l'action de

plusieurs composants musculaires et sanguins. étérag tampon intracellulaire, incluant le

phosphate inorganique jJPdes acides aminés, 'oxydation des protéindsdrolyse de la

PCr, la [HCQ], permet de lier ou de consommer les iofisafih de protéger la cellule contre

une augmentation trop importante de protons. Nawus/gns ici souligner le double réle du

lactate en tant que tampon, qui n’était pas ideéngieir Sahlin et Hultman en 198@gdure 1J.

Cepdant il peut a la fois fixer des ions gt participer a leur élimination du milieu

intracellulaire en leur faisant passer la barrmaembranaireRigure 13 (Robergset al, 2004).

De plus, vont faire partie de cette capacité tampactivité mitochondriale et toutes les

protéines membranaires jouant un role dans lepgahst/ou I'échange de protons.
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Figure 12 : Comparaison entre la [H] sortie de la cellule a I'aide du lactate et la eqtsommation des ions
H™ par 'ensemble des tampons. D’aprés Robergs (Rotmset al, 2004), adapté a partir des données de
Spriet (Spriet et al, 1987, 198D) et Sahlin (Sahlinet al, 1978).

La capacité tampon du muscle strié squelettig@e (in vitro) est estimée
classiquement par titration d’'un homogénat muspeallavec un acide fixe (c'est-a-dire que
I'on broie le muscle dans une solution contenanflgorure de sodium) et la mesure de la
capacité tampon musculaire dé-protéinée se fadrérg’'un homogénat identique ou I'on
ajoute de l'acide sulfosalycilique avant centriftiga a 1000 g pendant 10 min pour détruire
les protéines (Parkhouse al, 1985). Ensuite, on mesure le pH a l'aide d’unerad@lectrode
a pH connectée a un pH-métre. Apres cette mesiti@enon ajuste le pH de ’'homogénat a
7,2 avec de I'hydroxyde de sodium, puis on titreguia un pH de 6,2, c’est-a-dire que I'on
ajoute successivement 2 ul d’'acide chlorhydriguEdamM, puis on détermine la capacité
tampon a l'aide de la quantité d’'acide que l'onjeugt. Plus on a ajouté d’'acide pour
atteindre la valeur de pH de 6,2, plus la capdaitdpon du muscle est importante puisque le
muscle résiste a l'acidose induite. On peut ainsluer la contribution des tampons
physicochimiques, tels que des résidus histidige di des protéines, des dipeptides contenant
des noyaux imidazoles et des phosphates a I'intéde muscle. Cependant, cette technique
d’estimation delm ne prend pas en compte les tampons métaboliqdgeasiques » tels

que la re-phosphorylation de 'ADP en PCr.
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En 1998, (Pilegaard & Asp, 1998) ont étonnammesenk® une baisse de la capacité
tampon musculaire juste apres un exercice excemtiigense chez le rat. |l a aussi été mis en
évidence qu’un exercice de haute intensité de ¢%&m®t associé a une diminution aigue de
Bm post-exercice chez des femmes modérément ergsaiidéshop 2007). Les résultats de
cette premiere étude chez 'lhomme nécessitaietredd®nfirmés, et nous devions déterminer
Si cette réponse était une réponse typique a gisudifférents types d’exercices de haute-
intensité, et si elle était observée chez toussigets (homme et femme, entrainés et non
entrainés). En effet, les réponses meétaboliqudsreiiit entre les hommes ks femmes
(Esbjornsson-Liljiedahét al, 1999) et entre les sujets entrainés et non-entrainésmigiat
al., 2000). Aussi, il se pourrait que les variations g different alors en fonction des
populations étudiées et du niveau d’entrainemerg€Et al, 2006). (Bishopet al, 2009) se
sont par ailleurs intéressés a déterminer lequdesguels des tampons physico-chimiques
mesurés par la technique de titration pouvai(a)irsune diminution post-exercice intenses :
c'est-a-dire les phosphates intramusculaires, lgeptides et les résidus histidine des
protéines, notamment de la carnosinep¢dllanyl-histidine). Dans ce contexte, la capacité
tampon du muscle a été évaluée avant et immédiatespees différents types d’exercice de
haute intensité : exercice réalisé a 120% de\¥&t exercice de sprints répétés (6 x 4 sec de
sprint all-out entrecoupés de 21 sec de récup@jatiinsi qu'avant et aprés un entrainement
intermittent de six semaines a haute intensité pléterminer s’il existait un effet protecteur

avec I'entrainement.
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Figure 13 : Evolution de la capacité tampon musculee mesurée par titration (Bmin vitro; mmol H * kg de
muscle sec d.w.-1 pH-1) avant{ et aprés @) exercice dans le muscle entier et dans le muscéprotéiné
avant et aprés six semaines d'entrainement interntgnt a haute intensité chez des femmes actives. *
P<0.05: augmentation significative apres l'entrainment. # P<0.05, différence significative entre préet
post-exercice. D'apres BishogBishop et al, 2009).

D’apres laFigure 13 il apparait que Ifm du muscle diminue apres un exercice de haute
intensité chez tous les sujets (A), alors que f@c&é tampon non-protéique ne varie pas (B),
et ce avant et apres entrainement en sprints. Apssir des valeurs de pH musculaire
comprises entre 6,61 et 6,78 post-exercice (Bigt@b, 2009), nous pouvons conclure que la
diminution defm totale est liée a la diminution de la part priéi, et donc mettre en cause
I'histidine, seul acide aminé a exercer une fomcta@mpon dans la gamme physiologique de
pH intracellulaire (Hultmaret al, 1985). Sa diminution pourrait relever d’un ou gwrs
facteurs, a savoir 1/ une perte de protéines maisesl au niveau du muscle, et/ou 2/ un
relargage de résidus histidine a partir de progie¢ou 3/ des modifications chimiques du
noyau imidazole appartenant a I'histidine.

Par ailleurs, si I'entrainement ne protege pasafts déléteres de I'exercice aigu,
certains résultats montreraient qu’'il augmenténteotale musculaire, résultant a la fois d’une
augmentation de la part protéique et de la partprotéique de la capacité tampon (Bistebp
al., 2009).Ceci ne semble pas résulter d’'une modificationadedncentration de phosphate
intracellulaire apres entrainement (Harreel, 2000), mais pourrait étre expliqué en partie

par une augmentation de la carnosine déja obsespées entrainement (Parkhouse &
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McKenzie, 1984; Sahlin & Henriksson, 1984; Suzekal, 2004). De plus, la baisse fim
totale post-effort est positivement corrélée &ratotale mesurée au repos, cette derniére
étant donc un facteur plus important que le typxefcice réalisé (continu ou répété). Ces
résultats signifient aussi que les athlétes erdsirpouvant produire de fortes acidoses
métaboliques, connaissent une variation plus inapbetde leur capacité tampon au cours de
I'exercice intense comparativement a des sujetopgaas entrainés.

L’ensemble des résultats ici présentés mettenvielergce que des exercices de haute
intensité (sprint seul et sprints répéetés) provagume baisse significative de la capacité
tampon musculaire. Diminution qui pourrait s’expiég par une baisse de la part protéique de
la capacité tampon, en particulier par une dimoruties résidus histidine. De plus, la baisse
de Bpm est en relation avec le niveau initial de repos, dernier étant augmenté par
'entrainement. En revanche, I'entrainement a hauotensité ne protege pas des effets

délétéres de I'exercice sur la diminution d@daapres un exercice intense.

|
L’'essentie :

» La principale « défense » contre la chute de pfais@ar les différents systemes
tampon.

» Le lactate joue comme tampon principalement en ptamt aux ions Hde taverser |
membrane cellulaire.

» Suite a un exercice de haute intensité la capaitgpdn musculaire est diminuée.

» L’entrainement permet d’augmda pm totale de repos, et permet ensuite de retar
baisse de pH a I'exercice.

Si la pm permet de limiter l'acidose intracellulaire, di#éts transporteurs
sarcolemmaux peuvent également jouer un rble dangglulation du pH intracellulaire lors
de l'exercice. Il s’agit notamment des MCT1 et 4HBL et NBCel donc nous allons

maintenant aborder les propriétés.
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2. La complémentarité des protéines de transports (MIHEL,
NBCel). Eigure 19

a) Leur localisation.

+» MonoCarboxylates Transpoters (MCT).

Dans différents tissus, dont le muscle est le pralcconcerné, le transport actif de
molécules riches en énergie telles que le lacthte @yruvate, ainsi que d’autres acides
mono-carboxyliques, est assuré par différents eods de MCT (Monocarboxylate
Transporters). Chez les mammiferes au moins 14risws ont d’ores et déja été trouvées
(Halestrap & Meredith, 2004). Dans le muscle s$qéelettique, les isoformes 1, 2et 4 sont
les principales représentantes des MCTs, et adsiwan la plus grande partie du transport de
lactate et d’ions Hde facon bidirectionnelle (i.e. milieu cellulaivers milieu extracellulaire
ou vis-versa) et ceci sans consommation d’énergie.

Pour rappel, les MCT peuvent étre révélés pardanigue du Western Blot (Qque nous

détaillerons ultérieurement), et apparaissent Ehemme a un poids moléculaire de 45 kDa.

s Les MCT1.

Cette isoforme a été identifiée dans I'ensemblengiescles squelettiques humains et, du
fait de la présence d’'un promoteur universel an sigi son géne, semble étre ubiquitaire.
(Pilegaardet al, 199%) mettaient en évidence par immunofluorescencedsgmnce de MCT1
principalement au sein des fibres de type | (r=60Q.6°<0.01), ainsi qu’'une corrélation
négative entre le pourcentage de fibres musculdiee/pe lIx d’'un muscle et I'expression
protéigue de MCT 1 (r=-0.73 ; P<0.01). Ainsi, fiparait qu’'un muscle composé uniguement
de fibres de type lla et lIx ne présentera seuléméo du contenu en MCT 1 d’'un muscle

purement oxydatif.

 Les MCT4.

Cette isoforme, relativement proche de MCT1 (43%odiologie séquentielle), a été
détectée a la fois dans le rein, le placenta e ttars les muscles striés squelettiques analysés
par (Pilegaardet al, 199%) (vaste externe, triceps brachial et soléaire)pe@dant, sa
distribution est substantiellement différente ddecee MCT1. En effet, dans le muscle

humain la densité en MCT4 est indépendante du dgpébres et est, de plus, sujette a une
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grande variabilité interindividuelle (Pilegaaed al, 199%). Cette distribution s’oppose a
celle observée dans le muscle de rat ou MCT4 afigasaitivement corrélé avec les fibres
musculaires glycolitiques (Wilsaet al, 1998; Juel & Halestrap, 1999).

+» Localisations intracellulaire des MCT1 et MCT4

Si I'on s’intéresse maintenant a la localisatiofiut&ire, (Bonen, 2000) démontrent,
gu’indépendamment du type de muscle, la plus footecentration en MCT1 et MCT4 se
situe au niveau de la membrane plasmique. Ensl@geauteurs ont pu normaliser la
concentration de ces deux isoformes au sein dellialee musculaire selon les concentrations
plasmiques. Ainsi, il apparait que MCT4 est plusaanmtré que MCTL1 dans les tubules-T (35
vs 14%), au niveau du réticulum sarcoplasmiquev@B5%) et au niveau des triades (6%s5
32%). De plus, alors qu’'une quantité négligeabl®dET1 (1.7%) est présente au niveau des
membranes intracellulaires, la présence de MCTBeassicoup plus prononcée (24%).

Il semble intéressant de noter les similitudes epyas entre les MCTs et une autre
famille de protéines transmembranaires que sonGlddT. Ces transporteurs en charge du
transport du glucose se divisent aussi en dewons@s principales que sont GLUTL et
GLUT4. La premiere isoforme se retrouve majoritaieat dans la membrane plasmique,
alors que lisoforme GLUT4 est majoritairement @r@® dans le pool intracellulaire
(Thorens & Mueckler, 2010) les tubules T et leades (Royet al, 1997). Si I'on fait le
parallele avec les isoformes de MCT1 et 4, on s@peque seule l'isoforme MCT4 est
présente dans le pool intracellulaire, ce qui gmarait une différence fonctionnelle entre
MCT1 et MCT4. En effet, a 'image de GLUT4, (Bon&f)00) avancent I'hypothése d’'un
recrutement du pool intracellulaire de MCT4 afin ®@eiliter I'extrusion du lactate lors
d’exercices musculaire. Toutefois, cette hypothéadoujours pas été vérifiee.

s Les NHE.

Les NHE (pour « sodium proton exchanger » ou ¥iaexchanger ») forment une
grande famille de protéines de transport ubigqutirsituées uniquement sur les parois
membranaires (Kemgt al, 2008), que l'on retrouve dans tous les organismieants
(bactéries, plantes, mammiféeres...). La protéinedégtéctable par Western Blots a hauteur
d’un poids moléculaire de 100 kDa. Ce systeme diggh N&/H" a pour la premiére fois été

mis en évidence en 1977 par (Aickin & Thomas, 19€9mme étant un systeme de
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régulation du pH Depuis, neuf isoformes de NHE ont été découvertez I'homme. Les
isoformes NHE1 et NHE2 sont présentes dans le msdé squelettique et semblent étre
activées lorsque le phtteint de faibles valeurs. NHE3 se retrouve ppalement dans les
parois intestinales et le rein (Amemiy al, 1995), NHE4 dans l'estomac et le rein
(Orlowski et al, 1992), NHE5 se situe spécifiquement dans le eer{Bairdet al, 1999).
Enfin les isoformes 6 a 9, qui sont de loin lesmeaionnues, semblent étre localisées dans les

compartiments intracellulaires pour y moduler frdesment le pH (Nakamuret al, 2005).

s Les NBC.

Les co-transporteurs sodium/bicarbonate (N&O;) ont été classifiés en quatre
isoformes distincts par (Soleimani & Burnham, 20@gules les isoformes NBCel et NBC4
ont pu étre détectés, au niveau protéique (150 &D3A00 kDa respectivement), dans le
muscle strié squelettigue humain (Kristenséml, 2004). L'isoforme NBC3 a quant-a elle
éte identifiée au niveau de 'ARNdans le cceur et le tissu musculaire humain (Pogtlal,
1999).

Contrairement au muscle de rat ou le contenu en édB&ait uniformément réparti
entre les muscles rapides et lents, et NBC4 pesitent corrélé avec la densité en fibres
musculaires oxydatives ; chez 'homme ces deworsoés sont négativement corrélées a la
portion de fibres oxydatives. Il est toutefois impat de noter ici aussi de grandes variations
interindividuelles. Par ailleurs chez 'homme, Bdyse par immunohistochimie de muscles
squelettiques révele la présence de NBCel et 4aslalans la membrane du sarcolemme et

dans des structures intracellulaire (Tubules-Tqipalement) (Kristenseet al, 2004).

-
L’essentie :

»MCT1, 2 et 4 sont les plus présentes dans le muscle

» MCT1 se retrouve plutbt dans les FM de type l;eedression des MCT4
semble affranchie du type de FM malgré une graadiahilité
interindividuelle.

» MCT1/4, NHE1 et NBCel sont présentent sur la memdbczllulaire, de
plus MCT4 et NBCel formeraient aussi un pool irgtataire.

» NBCel se trouve a la fois dans les fibres oxydatateglycolitiques.
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b) Leur fonction et mécanismes de fonctionnement

Le pH dans les muscles squelettiques est régulé pdivitaccoordonnée de plusieurs
transporteurs. Dans le muscle au repos, la pramuatellulaire de protons ainsi que le
potentiel de membrane négatif permettent I'accutimrad’ions H a l'intérieur méme de la
cellule. Toutefois, cette tendance a I'accumulati@ut étre compensée par un systéme de
transporteurs intra-membranaires, comme ceux pEseprécédemment, permettant le
maintien de ’lhoméostasie.

Alors que les contractions musculaires sont asssGéune augmentation importante
de lactate et d’'ions Hhotamment, les exercices de haute intensité riém@ssne élimination
efficace de ces produits soit par les différentstésyes de transports soit par la capacité
tampon (détaillée ensuite, (Edgeal, 2006; Bishopet al, 2009)). Ainsi, la majeure partie
de ces efflux est assurée par les MCTs (dual, 1994; Juel, 1996 1997; Messonniest al,
2007; Thomaset al, 2012). En effet, pendant I'exercice, I'éliminatidu couple lactate/H
par les MCTs excéde la somme de I'élimination dexoms par I'échangeur RNiid™ et le
systeme bicarbonate-dépendant (Juel, 1995, 198gaard & Juel, 1995 .es MCTs sont
responsables de la diffusion couplée et facilitaen dactate pour un proton (1 :1) (Juel,
199@), dans le sens du gradient de concentration. rhightion des protons est aussi
complétée par les échangeurs &, qui sont cependant plus actifs au repos qu’'eltere
(Aickin & Thomas, 1977; Juel, 1998, 2000; Mddtral, 2007),ainsi que partles systemes
impliquant le bicarbonate tels que les NBCel (knseret al, 2004).

De plus, il a été mis en évidence que l'action cowd de certaines protéines
permettait d’augmenter la capacité de régulatiopldycomme par exemple @AIl et IV
(pour «Carbonic anhydrase isoform Il/IV§Beckeret al, 2011; Klieret al, 2014)et NBCel
quand associéesMCT1 (Beckeret al, 2004) Enfin, il a été démontré que les MCTs doivent
étre correctement localisés sur la membrane cebypar I'action de leur protéine chaperonne
CD147 (ou Basignin / EMMPRIN) afin d'étre pleinemefficacegKirk et al, 2000; Wilson
et al, 2005)
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Figure 14 : Présentation récapitulative de la réguation de lactate et de protons (D’aprés Thomas
((Thomaset al, 2012)).
Carbonic Anhydrase (CA) represent cytosolic (cCA) ad membrane-bound (sCA) CA isoforms. NBCel:
Sodium-Bicarbonate Co-transporter. NHE: Na+-H+ Exclanger. MCTs: MonoCarboxylate Transporters
(lactate-proton co-transporter). GLUTs: Glucose Transporters. CD147: Cluster of Differentiation 147.
PGAL: Phosphoglyceraldehyde. DHAP : Dihydroxyacetoephosphate. LDH: Lactate Dehydrogenase.
Valeurs de pH au repos dans le plasma, le milieutierstitiel et le muscle squelettique.

% Fonctionnement des MCTs et regulation du pH

Tout d’abord, il est important de noter la fortéirafé des MCT 1 pour le lactate (Km
compris entre 3.5 et 8.3mM ;(Let al, 1998; Broeet al, 1999; Dimmeset al, 2000), ce qui
lui confere un réle important de captage dans lesahes oxydatifs, et donc dans I'ensemble
du métabolisme oxydatif. A l'inverse, I'affinité ddCT4 pour le lactate est sensiblement plus
faible que celle de MCT1 avec un Km compris enttee?2 31 mM (Broeret al, 1999;
Dimmeret al, 2000). Il semblerait donc qu’avec une faibleraféi mais une grande capacité
de transport, MCT4 joue principalement un réle déetrusion du lactate (Wilsoet al,
1998).

Ces co-transporteurs jouent donc un role importdans la régulation du pH
intramusculaire pendant I'exercice de haute-inténen permettant I'échange d’'un proton
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pour un lactate (Pilegaaret al, 199%; Juel & Halestrap, 1999), et ce en fonction de
I'importance des gradients de concentration et ldu(Juel, 1996, 199®). Les MCTs étant
bidirectionnels, cela signifie qu’ils peuvent faeit les flux de lactate et d’'ions™H la fois
vers l'intérieur du muscle ou vers I'extérieur (Ju®91, 1997; McDermott & Bonen, 1994;
Brown & Brooks, 1994). Ce principe de navette dutdte de cellule a cellule (« cell-to-cell
lactate shuttle) (Brooks, 2000) fournit la toile dend quant & la compréhension du
métabolisme et des échanges du lactate. Ainsi,6le primordial des MCTs dans
'augmentation de la capacité des tissus a échamgdactate est souligné. Sans ces co-
transporteurs, le lactate (en paralléle du transpes ions F) ne pourrait pas étre rapidement
mis a disposition pour d’autres tissus tels queiks le cerveau et d’autres fibres musculaires
proches (Dimmeet al, 2000; Halestrap & Meredith, 2004; Burgomasteral, 2007), et
I'acidification du milieu interstitiel (par accumation d’ions H) et du sang serait beaucoup
moins controlé.

Bien que le ratio entre le lactate produit etaletdte éliminé varie selon les études, un
consensus est maintenant établi sur I'éliminatiopdrtante d’ions Het de lactate a la fois
pendant et aprés I'exercice. Ainsi, méme lors dexes brefs et intenses,
approximativement 1/3 de la quantité totale dealacet de protons produits est éliminé a
I'exercice alors que la fraction restante est élimilors de la récupération afin de revenir a un
pH physiologique neutre (Juet al, 1990; Bangsbet al, 1993). De cette facon I'existence
des MCTs, va a la fois permettre de réduire 'aagiation de lactate et de"Hbendant toute
la durée de I'exercice, mais aussi de diminuehksp de retour a 'homéostasie.

Comme le transport facilité de lactate s’accompagneément d’'un proton, chaque
changement de flux ou de concentration en lactatentrainer une modification de pH. Ainsi,
il est acquis que dans le muscle squelettique deations de pH sont définies par le rapport
entre la quantité d’ions Horoduite et celle éliminée, et que cette balastgendement liée
aux transporteurs membranaires (Pilegaard & JuBB5;1 Juel & Pilegaard, 1998).
L'importance des MCTs pour ce mode de fonctionndpeegté soulignée chez le rat par leur
capacité supérieure a assurer le transport ted Hexercice, par rapport aux systémes
d’échange sodium dépendants (NHE) (Juel, 1995).

% Fonctionnement des NHESs et requlation du pH

Bien que peu étudiées, les premiers travaux posiantes protéines se sont attachés a

déterminer la topologie membranaire de I'isofomig¢BY afin de pouvoir en comprendre les
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mécanismes d’activation et d’inhibition (Kenep al, 2008). Aussi, il a été mis en évidence
gue sa structure lui permettait de faire passer metécules hydrophiles a travers la
membrane plasmique hydrophobe (Kyte & Doolittle820 Enfin, lié a leur conformation
spatiale bien que leurs séquencages genomiquesvéb a 65%), 'ensemble des isoformes
de la famille des NHEs ont des propriétés proches.

Ainsi chez 'lhomme, la fonction physiologique lauplimportante est de permettre la
sortie des protons intracellulaire en échange dkiuso (N&) ou de lithium extracellulaire
(ratio de 1:1). Du fait de sa fonction de basesgula régulation du pH, I'isoforme 1 influe
sur une multitude de taches spécifiques comme d&éssance cellulaire, la prolifération
cellulaire, la migration cellulaire et enfin 'apioge.

++ Fonctionnement des NBCs et régulation du pH

A ce jour, les mécanismes par lesquels le contearNBCel est régulé dans le muscle
strié squelettigue ne sont toujours pas connusei@iEmt, les deux isoformes clairement
identifiées dans le muscle squelettique semblest @ectrogéniques avec un ratio de 2:1 a
3:1 (HCQ : Na") (Soleimani & Burnham, 2001; Virkkdt al, 2002) et donc transportent une
charge nette négative. Cette électrogénéité perawat NBCs d’étre sensibles aux
changements de potentiels de membrane, ce quoestans importance pour I'activation de
ces transporteurs a l'exercice, du fait de la dEjmdtion sarcolemmale. De plus, a
I'épuisement la concentration extracellulaire dé (gotassium) peut doubler, ce qui va
entrainer une dépolarisation encore plus marquédadenembrane d’environ 20 mV
(d’environ -70 mV to -50 mV) (Juel, 1986; McKeneaal, 2008). Une telle diminution de
gradient électrochimique au sein du muscle peudi &tre un stimulus supplémentaire dans
l'laugmentation de l'activité des co-transporteursa’/NCO; a I'exercice, en effet les

nécessités de régulation du pH seront bien plusiitaptes qu’au repos.

Pour conclure sur l'interaction de ces differemangporteurs membranaires, nous
pouvons dire que les systémes n'impliquant paadtate sont plus aptes a ajuster finement le
pH ainsi que réguler le pH au repos, lorsque Ieligrda de lactate est faible ou absent, alors
qgue durant I'exercice intense lorsque la productienlactate devient trés importante, les

MCTs seront beaucoup plus efficaces pour s’occdgsiions H produits.
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L’essentie :

» NHEL est principalement actif au repos alors qaeMETs et NBCel le sont
bien plus a I'exercice.

» Certaines protéines peuvent augmenter la capaeitégiilations des protéir
de transport.

» L'affinité au lactate des MCT1 est bien plus impote que celle des MCT4.
»Les MCTs, NHEL et NBCel permettent, ensemble, hargge bidirectionnel
du lactate, des protons et du bicarbonate.

» Leur degré d’activité est médiée par les gradidatsoncentrations en ions
H*, lactate et HC@ principalement, de méme que par les variationsHlatra
et extracellulaire.
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c) Leur régulation par I'exercice aigu
Du fait qu'un certain nombre d’études ont été menga# le sujet, il est maintenant
connu que I'exercice aigu induit des modificatiolesgradient de lactate et d’ions He part
et dautre de la membrane plasmique, changemegisé par I'action coordonnée de
plusieurs protéines dont les MCTs, NHE1 et NBCedut&fois, il n’est pas encore établi de
facon certaine la relation qui semble exister eliimensité d’exercice et I'évolution des
capacités de transport transmembranaire. De pdusjipes études traitant de la question, peu

ont été conduites sur du muscle strié squelettigueain.

s MCT1 et MCT4:
Malgré le peu de travaux traitant de la régulatiarcontenu en MCTs, il semble qu’a la

fois les isoformes 1 et 4 appartiennent a une oaegle protéines qui peuvent rapidement
étre affectées par I'exercice aigu. Il a ainsiréggporté qu’'un exercice de 5 a 6 h de pédalage
a 60% de V@nhax augmentait temporairement (pendant 6 jours) léezanen MCTs chez une
population d’hommes non-entrainés (Gre¢ml, 2002). De la méme maniéere, (Gresral,
2008) ont mis en évidence que 6 min d’exercice % @@ VQmax réalisés toutes les heures
pendant 16 h, chez des sujets non-entrainés, garem¢tune augmentation rapide en MCT4
(+24%), sans changements observés pour MCT1. ®elfse, deux heurs de pédalage a 110%
de la vitesse minimale a laquelle ¥ est atteint (VWGhay chez des sujets moyennement
entrainés, a mis en avant une augmentation de M&Tias de modification pour MCT4
(Bickhamet al, 2006). Plus récemment, chez des femmes none@&ésiil a été noté une
diminution significative du contenu protéigue desCM (-24%) et MCT4 (-26%)
immeédiatement apres un exercice de 45 sec a 20090de.« (Bishopet al, 2007 p.2007).
Ces données correspondent aux résultats de (Toneuah 2002) obtenus chez le rat apres
10 min de stimulation électrique (MCT1 : -10% ; MET-25%). Il est possible d’expliquer
les différences observées dans les études préqteplusieurs facteurs tels que le type
d’exercice (durée, intensité, intermittems continu) et le type de sujets (sexe, niveau
d’entrainement, homme vs rats).

Si nous nous intéressons maintenanttiming séparant le début d’exercice et les
biopsies permettant 'analyse musculaire, nous posiwoir Eigure 19 une rapide diminution
en MCT1 et MCT4 (-20 a -25%) entre 45 sec (Bishbpl, 2007) et 10 min (Tonouckt al,
2002), suivi d’un plateau entre 1a®39et la 86™ minute (Eydouxet al, 200(, 200®), et

enfin une augmentation des deux isoformes 2 h dprélebut de I'exercice (Colest al,
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2004; Bickhamet al, 2006). Par ailleurs, le contenu en MCT1 resta aiueau élevé 7, 12 et
26 h apres le début de I'exercice a la fois damedegastrocnemiyde white gastrocnemiust

le soleusde rats (Colest al, 2004). De plus, a I'inverse de ce qui a pu étretvez ’'Homme
(Bickhamet al, 2006), dans cette étude le contenu en MCT4 a engn? h apres le début de
I'exercice, avec un pic apparent & 12 h et uneefawncentration protéique toujours
enregistrée 26 h plus tard (Coletsal, 2004). Ainsi, il semble qu’aprés une rapide @bléa
diminution, le contenu en MCTs chez le rat augmelates les 5 a 24 h suivant le départ d'un
exercice.

200~
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Figure 15 : Les cinétiques des contenus en MCTs kbde la récupération aprés un exercice, mais estigr
en compte le temps depuis le début de I'exerciceggu’a ce que la biopsie soit réalisée. (D’aprés Thwas
(Thomaset al, 2012), avec les données de Bishop (Bisheipal, 2007), Tonouchi (Tonouchiet al, 2002),
Eydoux (Eydouxet al, 200(, 200@), Bickam (Bickham et al, 2006) et Coles (Colest al, 2004)).

Concernant NHE1 et NBCel, aucune étude ne sembie porté sur les effets d’'un
exercice aigu sur leur régulation. Toutefois, #ta reporté une corrélation positive entre le
contenu relatif en MCT1 et NBCel (r = 0.50, P<0.04hs des muscles oxydatifs de rat apres
5 semaines d’entrainement a haute-intensité (Thahad, 2007). Ce résultat peut alors
laisser penser que NBCel a été régulé de la mémemaue MCT1 par I'exercice. Enfin, il
est important de souligné le réle que joue la GHehs la régulation de toutes ces protéines de
transports (présente dans le compartiment intraxgtcellulaire). En effet, il a été mis en
évidence, seulement de fagonvitro, qu’en se liant aux protéines telles que NHE12002,
2006), NBCel (Pushkiat al, 2004; Becker & Deitmer, 2007; Schueéral, 2011), MCT1
et MCT4 (Beckeret al, 2005, 2010, 2011; Becker & Deitmer, 2008; Aimg@sal, 2010;
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Stridh et al, 2012), la CAIl augmentait l'activité de tous desnsporteurs membranaires.
(Beckeret al, 2010, 2011), émettent I'hypothése selon laquadtée augmentation d’activité
pourrait étre due a une dissipation des protongadatiulaires via une navette
intramoléculaire, en d’autres termes cela augmantéaffinité des deux isoformes de MCTs
(Deitmer & Becker, 2013). Pour illustrer cela, iE® montré chez I’'homme que l'inhibition
de la CAll extra- et intracellulaire était assocé#ec une concentration plasmatique en lactate
plus faible au cours d’'un exercice incrémentaltateement di & une moindre élimination du

lactate musculaire par les MCTs.

d) Possibles mécanismes impliqués dans la régulation

Les diminutions de concentration en MCTs (isoformiest 4), immédiatement aprés
I'exercice, précédemment reportées (Tonowthal, 2002; Bishoget al, 2007) peuvent étre
dues a différents facteurs nécessitant leur pledmepréhension, parmi lesquels nous pouvons
citer : 1/ la peroxydation lipidique qui peut eiitier la perméabilité membranaire et donc des
fuites de protéines (Daviest al, 1982), 2/ la translocation intracellulaire airtgie 3/
'oxydation de protéines amenant a des disfoncéaments au niveau des transporteurs
(Barreiro & Hussain, 2010). Une autre hypotheseasémar (Tonouchet al, 2002) concerne
la translocation des transporteurs vers un poobgetiulaire. Ces pools ont déja pu étre
observés dans des cardio-myocytes de rat apréstiggiee (Johannssoet al, 2001) mais
les mémes résultats nécessitent d’étre validésldanascle strié squelettique humain.

En paralléle des hypothéses précédentes, il eéseunalable qu'une synthéese protéique
a lieu, ce qui expliquerait les variations de conmi@ions notées sur lgigure 150U I'on
observe, aprés une baisse initiale, un plateau oés augmentation dans le contenu en
MCTs. De plus, bien qu’une seule étude I'ait mortréz 'homme, il apparait qu’un exercice
de temps limite réalisé a 110 % de wjg entrainant 2 h plus tard une augmentation en
MCT1 au niveau protéique, ne s’accompagne pas cdugenentation en ARN(Bickhamet
al., 2006) Ceci suggérerait que I'expression en MCTs peut &nelée en premier lieu par
des mécanismes post-transcriptionnels, ou par ambioaison de ces mécanismes avec une
régulation pré-traductionnelle au niveau du mug¢Blenenet al, 200G, 200(; Bickhamet
al., 2006). Il est toutefois évident que d'autres atav devront étre menés afin de répondre a

ces premieres hypotheses.
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I ——
L’essentie :

» Trés peu de travaux ont étudié les effets de l@geraigu sur I'expression et
I'activité des transporteurs sarcolemmaux.

» Les contenus en MCTs semblent diminuer immédiatéaqams le début de
I'exercice avant d’augmenter pendant les 24h st@sachez I'animal.

» La CAIll permet d’augmenter l'activité des MCT1 etNBCel et NHEL.

» La chute initiale en contenus protéiques pourfarmiquer par un SO plus
important et/ou une translocation intracellulaire.

P L’augmentation post-exercice des MCTs pourrait vdhine combinaison
entre mécanismes pré et post-transcriptionnels.
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Chapitre IV. Manipulation de ['équilibre acido-basique par

supplémentation en bicarbonate de sodium.

Le bicarbonate de sodium qui rentre dans la cag@s produits ergogéniques (donc
non dopant), s’inscrit dans une longue histoiréwdisation de tels produits. L'utilisation de
produits dans le but d’améliorer la performances lole défis physique remonterait a
I'antiquité lorsque des soldats et des athletes@mmmaient certaines parties du corps d’'un
animal afin d’en assimiler les attributs physigassociés (vitesse, force, vue...) (Applegate
& Grivetti, 1997). De la méme facon, lors des J&lympiques de I'antiquité, les lutteurs
enduisaient leur corps d’huile afin de limiter |eélpension des adversaires et suivaient un
régime alimentaire spécifique, qui relevait plusadeyances et d’habitudes superstitieuses,
sensé leur garantir la victoire. Au début du *%Xsiécle, une meilleure compréhension du
fonctionnement de la machine du corps humain gracees approches mécaniques,
physiologiques et biochimiques a permis d'identifides rbles spécifiques des
macronutriments dans la production de force ainsi leutilisation de I'énergie au repos et a
I'exercice. Ceci permis alors de rationaliser ligdtion d’ergogenes tels que la caféine,
certains sels alcalins et les protéines (Brawml, 2006; McArdleet al, 2010). Depuis ces
dix derniéres années, le marché des aides ergagénief autres suppléments nutritionnels
représentent des milliards d’euros (Burke, 2004)oett partie intégrante des stratégies
nutritionnelles de nombreux athletes, depuis letgpmccasionnel a I'athlete de haut-niveau.
Ces derniers, estimant les aides ergogenes asssitiegles que les prédispositions génétiques
et I'entrainement dans I'amélioration des perforoesn

Toutefois, la justification scientifiqgue de leuriligation est sujette a différentes
conditions comme I'expérience du pratiquant, I'adles I'entraineur, et surtout le protocole
d’ingestion établi en fonction de I'exercice a vetdne chose certaine étant que I'orientation
dans un sens ou dans l'autre de I'équilibre acidsique va influer de facon plus ou moins

importante certains parametres.
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A. Effet sur les paramétres métaboliques

Un certain nombre d’études portant sur les effetalcalose induite avant et apres un
exercice réalisé a haute intensité permettentide l&apoint sur les différents résultats et donc
d’améliorer les méthodologies d’investigation notaemt grace a une comparaison du statut
acido-basique musculaire et sanguin. De manieredrgh) les auteurs rapportent une
diminution de [l'acidose sanguine aprés supplémiemtaen bicarbonate de sodium,
diminution qui perdure lors de la récupération. fefnis, cette altération de la balance acido-
basique ne conduit pas forcément a une amélioratema performancerableau 2 et les

résultats sanguins peuvent sensiblement varieeddiude a I'autre
Tableau3).

Tableau 2 : Présentation des études ayant utiliséha supplémentation de 0.3g.kgde NaHCQ; vs placebo
avant un exercice unique ou répété de haute intemdi En noir, les études n'ayant pas rapporté
d’amélioration de la performance et en rouge lesiéés ayant rapporté une amélioration de la perfomea.
F = femme, H = homme

Auteurs Année Population Exercice

Gaitanost al. 1991 7H non-entrainés 10x6 sec cyclisme all-out
Kozak-Collinset al. 1994 7H entrainés maximum de répétition de 1 6% VOna,
Tiryaki et al. 1995 15F entrainées 600 m course all-out
Douroudoset al. 2006 24H non-entrainés Wingate
Matsuuraet al. 2007 8H non-entrainés 10x10 sec cyclisme all-out
Pruscincet al. 2008 6H nageurs élites 2x200 m nage libre all-out
Cameroret al. 2010 25H entrainés rugby 10x40 m course all-out
Priceet al. 2010 8H non-entrainés 20x24 sec course (100%,y¥0O
Vanhataloet al. 2010 8H non-entrainés 3 min cyclismé0% Seuil ventilatoire / V&ha,)
Zabalaet al. 2011 10H élites BMX 3x30 sec Wingate
Kupciset al. 2012 7H niveau national 200 m aviron all-out
Peartet al. 2012 7H actifs 10x15 sec cyclisme all-out
Wilkes et al. 1983 6H entrainés 800 m course all-out
Nielsenet al. 2002 5H entrainés 2Km aviron all-out
Bishopet al. 2004 10F actives 5x6 sec cyclisme all-out
Lindh et al. 2008 9H entrainés 200 m nage libre all-out
Siegleret al. (a) 2010 10H entrainés boxe 4x3' de boxe
Siegleret al. (b) 2010 14(6H+8F) entrainés 8x25 m nage libreuatl
Siegleret al. (c) 2010 9H actifs 3x30 sec course all-out
Higginset al. 2013 10H non-entrainés im cyclisme (110% V@)
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Tableau 3 : Résultats des parametres physiologiqueanguins des études présentées dans le TableaNl@.
sont présentées que les études donnant le plus ddeurs des parametres sanguins concerndses [HCG; ]
et la [La] sont données en mmol'k En noir, les études n’ayant pas rapporté d’amétition de la
performance et en rouge les études ayant rapporté amélioration de la performance. * démontre une
différence entre condition (P<0.05).

pH pH [HCO3] [HCO;] [LaT [LaT

Auteurs post-ingestion post-test post-ingestion post-test post-ingestion post-test

PLA | BIC |PLA | BIC PLA BIC | PLA | BIC | PLA | BIC | PLA | BIC
Gaitanoset al. 738 | 7.43*| 7.0 7.15% 1.6 1.97 136 15.3*
Kozak-Collinset al. 740 | 7.47%| 7.2 7.32% ~18 ~23F ~10 ~14*
Tiryaki et al. 7.40 ?* | 713 7.14 27.1 2 166 17)9 23 2|2 11 181
Douroudost al. 74 | 7.45*%| 7.200 7.27* 257 29.8¢ 131 17%* ~1 ~1 03| 12.3*
Matsuuraet al. 745 | 7.52%| 7.2 7.28% 281 353 115 146* 0B 90 141 | 165
Pruscincet al. 7.37 | 7.49%| 7.17| 7.24% ~24| ~33F ~14 ~17* ~2 ~2 10.915.3*
Cameroret al. 739 | 7.47%| 7.1 7.25% 24 30.3F 124 149* 25 2816.1 | 19.2*
Priceet al. 7.40 | 7.45*%| 7.2 7.37% 25 32* 16 214 34 35 6.8 38.
Vanhatalcet al. 7.40 | 7.46*%| 7.0 7.16% 219 294 ~13 ~145 0.p 0/9 0.51| 12.3*
Zabalaet al. 741 | 7.47%| 7.1 7.20% 229| 29.1* ~7 ~10 ~1j9 -~1917.6 | 17.8
Kupciset al. 741 | 7.48* 7.1 7.18% 239 29.1* 94 11.6* b6 B3 144 | 16.7*
Peartet al. 741 | 7.46%| 7.1 7.24% 253| 29.3* 119 15]1* 154 53| 16.7| 175
Wilkes et al. 7.40 | 7.49%| 7.09 7.184 26.2| 33.5* 11 14.3* 1.23 1.3 13.3| 14.3*
Goldfinchet al. 7.38 | 7.46*| 7.07| 7.15%
Nielsenet al. 7.42 7.07| 7.34* ~25 ~2¢ ~10{5 ~2%* 1 0.p 1.2 725.
Bishopet al. 7.42 | 7.50%| 7.24 7.35% 21.4| 289 1883 28y ~1l4 15| 27 3.4*
Lindh et al. 7.42 | 7.54*| 7.15 7.20% ~25 ~33F ~10 ~14* ~2 ~2 ~14 ~17
Siegleret al. (a) 7.37 | 7.43* 7.1 7.22% 24 297 13.83  14.8*
Siegleret al. (b) 7.41 | 7.48% 7.2Q 7.26Y 247 30.4* 138 16" ~2 2~ ~15| ~18*
Siegleret al. (c) 7.39 | 7.46* 7.0 7.07% 23.2| 288 ~7B ~9
Higginset al. 739 | 7.47%| 7.23) 7.31% 245 318 133 17f 11{9 4.1t*

A linverse des études s’étant intéressées aux NEEIO Sanguines suite a une
supplémentation en NaHGQres peu de chercheurs ont rapporté des répomstboliques
intracellulaires. Il ressort toutefois que le sé&oume semble étre imperméable au
bicarbonate puisque certains auteurs n’ont pavérde différence significative entre les pH
mesurés post-ingestion en condition PLA et en ¢amdBIC (Stephengt al, 2002; Bishop
et al, 2004)(Bishop, stephens linnossier).
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B. Effet sur la performance

De maniére générale, il n'existe toujours pas ajoos de consensus sur les effets du
NaHCG; sur la performance. En effet, ces effets varienfamction d'un grand nombre de
facteurs tels que le volume ingéré, le mode, leptesgparant la prise et I'exercice, I'exercice
lui-méme.

Pour les exercices brefs (moins de 2 min) et usiqéalisés a haute intensité des
résultats contradictoires ont été reportés. (Mcheug 1992) a observé une amélioration de
la performance lors d’'un exercice de 60 sec delpgdanaximal. Cette amélioration, suite a
une ingestion de 0.3g.Rgc'est traduite par I'atteinte d’une puissance imake et d'un
travail total significativement plus élevés en BijGen PLA. De la méme facon, (Goldfinch
et al, 1988), ont mis en évidence que la supplémentaio™NaHCQ permettait de courir
plus rapidement un 400 m (-1.52 sec) pour destathidodérément entrainés. Quant a eux,
(Van Montfoortet al, 2004) montraient que le délai avant I'apparittenla fatigue chez 15
hommes entrainés était retardé lors d’exercicaodese de temps limite. Aussi, en natation,
Lindh et al. (2008) montraient une amélioration significative kh performance sur 200
metres aprées ingestion de NaHL Q' hypothése apportée pour justifier ces résulést la
possible facilitation de I'élimination des ion$ Hu compartiment musculaire, retardant ainsi
I'apparition de la fatigue.

Cependant, méme si la grande majorité des rechetEmees sur une supplémentation
en NaHCQ montrent un état d’alcalose induite, cela ne aduit pas systématiquement par
une amelioration des performances. En effet, lans dprint de 2 min réalisé sur ergocycle la
guantité totale de travail produite en BIC n’étpéis significativement supérieure a celle
produite en situation contréle. Le méme résultétéaobtenu chez des hommes non-entrainés
aprés un exercice maximal de 90 sec de pédalagex (dMaal, 2002). Enfin, suite a une
course maximale de 600 m, Tiryaki et al. (TiryakiAéterbom, 1995) n’établissaient aucune
différence de temps entre les conditions BIC et RbA&z 15 femmes entrainées. Le manque
de résultats significatifs dans certaines des étpdésentées pourrait alors s’expliquer par la
taille de la population, les niveaux d’entrainemeées participants, le choix de l'intensité et

de la durée des exercices, les modalités de supptétion...

Les résultats d'études portant sur la répétitiomxefcices de haute intensité
n'aboutissent pas non plus sur une ligne directnmegeure. De nombreux travaux se sont
attachés a décrire les effets du NaHCSDr ce type d'exercice. Ces exercices de haute
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intensité sont plus proches de ce que I'on peuttifier dans nombre de sports collectifs ou
méme de sports individuels, ou une compétition pedtire la répétition d’'une méme
épreuve en fonction des phases qualificatives.

D’aprés les résultats de (Lavender & Bird, 198¥gkstion de NaHC®@résultait sur
une amélioration significative de la performancecaurs de deux séries de 10 x 10 sec de
sprints sur vélo (repos= 50 sec) chez des persammegntrainées. Ceci concorde avec les
résultats obtenus avec des femmes non-entrainésslarts de 5 sprints de 6 sec espacés de
24 sec de récupération (Bishep al, 2004). A l'inverse, sur des protocoles quasiment
similaires, deux équipes de recherche n’ont pu rebseaucune amélioration de la
performance en BIC comparé a un placebo au coursedsérie de 10 x 6 et 10 x 10 sec
(repos = 30 sec) chez des hommes non-entrainésai@set al, 1991; Matsuuraet al,
2007), respectivement). Les hypothéses avancées teoter d’expliquer ces résultats
diamétralement opposés reposent sur deux facteimsigaux. En premier lieu, il est
intéressant de noter que les différences de pHipgsstion sont nettement supérieures dans
I'étude de Bishoet al. (7.42 — 7.50) (Bishopt al, 2004) par rapport a Gaitanet al. (7.38
— 7.43) (Gaitanost al, 1991). Ceci pourrait étre d0 a un temps d’absamEupérieure pour
la seconde étude (150 min contre 90 pour Bisha@b.etfavorisant I'élimination de la [HCO
] au niveau rénal avant que I'exercice n'est conmgerCependant, la nature de I'exercice
(pédalagers course), ne semble pas pouvoir étre mis en causegxpliquer ces différences
de résultat du fait que les tests de pédalage ebuises répétés sont définis comme de méme
fiabilité et inter-comparables (Fitzsimmoetsal, 1993). Les résultats différent aussi pour des
exercices répétés de type Wingate test (30 sec7&g0kg'). Alors que lors de deux études
conduites séparément sur des pratiquants de BMX @abalaet al, 2008, 2011), aucune
différence de performance n’était identifiée en Bi@mparé a une condition placebo, une
autre equipe (Artiolet al, 2007) mettait en évidence 'amélioration de peniance au cours
de 4 répétitions de Wingate sur les membres supériguite a I'ingestion de NaHGOLe
niveau de pratique des sujets étant similairedéfath élite), I'explication de ces différences
résideraient plutdét dans la masse musculaire eegagéonc la quantité d’'ions hydrogene
produits (supérieure en cyclisae membres supérieurs). Ceci se traduit par une diss
importante du pH dans les études (Zalelal, 2008, 2011) et favoriserait donc I'apparition
de la fatigue. Enfin, et cette observation seralalble pour une majorité des études ayant
comparé une situation d'alcalose contre une sdnatd’'acidose, la glycolyse et/ou

glycogénolyse ne fonctionnerait pas plus efficacggmen condition BIC que PLA. Des
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concentrations plus importantes de Jlala fois dans des études montrant une amélorati
de la performance et des études ne montrant paséticaation tendraient a appuyer cette
remarque.

Ainsi, et de maniére générale, les études ayantemigvidence une amélioration
significative de la performance suite a une suppléation en NaHC®sont celles ayant
induit une importante perturbation de I'équilibreido-basique (McNaughtoat al, 2008),

sans toutefois s’expliquer directement par unelm@irendement énergétique.

-
L’essentie :

» La prise de substances ergogéniques remonte aligat

» Il n'existe pas de awsensus sur les résultats de performance obtertasasune
alcalose induite.

» L’alcalose induite semble principalement affeceestatut acido-basique
sanguin.

» Les principales raisons avancées pour expliquedieesgences sont le niveau
des participants, I'intensité de I'exercice ou erde protocole de
supplémentation.

» Le mécanisme majeur avance, pour expliquer uneiaragbn de la
performance, est lié a un retard d’accumulation’diigtardant ainsi I'apparition
de la fatigue.
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C. Effet sur la production d’énergie mitochondriale

Jusqu’a présent, peu d’études ont été réaliséesldaut d’investiguer les difféerences
de production d’énergie mitochondriale en fonctidn statut acido-basique musculaire.
Toutefois, (Bishoget al, 2010)ont effectué un travail de recherche sur cettelprodtique en
supplémentant par cathéter cesophagien des raisarhdmate de sodium (0,05 gkgoids
de corps) (BIC) ou en eau pour le placebo (PLAgnavwchaque séance d’entrainement
intermittent. Les séances duraient de 7 a 12 fewsxdminutes a 80% de leur vitesse
maximale, les répétitions étaient séparées paminete de récupération. Le but était ici de
tester les effets de l'acidose sur le développendentactivité mitochondriale aprés cing
semaines d’entrainement. La capacité maximale dixygatait évaluée en présence de
pyruvate + malate et palmitate + malate comme safissthez les deux groupes de rats
entrainés (BIC et PLA), et chez un groupe contgjiparié en poids, au niveau des muscles
oxydatif (soleus: SOL) et glycolytiquedxtenseur digitorum longus€EDL).

| [0 Kuznetzov(2003) [Ci1Con [IPla M Bic |

30 * ¥
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Figure 16 : Respiration mitochondriale au Stade 3 a@ns les muscles soleus (SOL) et extensor digitorum
longus (EDL) en présence des substrats pyruvate +atate (Pyr) et palmitoyl carnitine (PC) mesurées oz
des rats contréles (Con), et des rats entrainés alite intensité préalablement supplémentés avant chae
séance en bicarbonate de sodium (Bic) ou en eaudplAdapté de(Bishopet al, 2010)

Les reésultats, synthétisés graphiqguement dansFitare 16 suggerent que
'entrainement provoque une augmentation de lainaspn mitochondriale dans le muscle
oxydatif (SOL) sans affecter les capacités oxydatidte 'EDL, et que 'alcalose induite avant
I'exercice permet d’accroitre les effets de I'eimteament sur le métabolisme oxydatif (+74%

pour le groupe BIC versus +39% pour le groupe PLA&psi, il semblerait que réduire
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'accumulation de protons générés par l'activittcactile intense permet d’améliorer la
respiration mitochondriale du muscle squelettigugdatif de rat.ll est ainsi possible de
penser que l'alcalose induite permettrait une mm@indgradation protéique dans le groupe
BIC et/ou une moindre diminution de la synthesdé@aque induite par I'acidose. En effet, les
protéines mitochondriales sont continuellement aéges et remplacées par de nouvelles
protéines (Chapitre 2), et il a été montré qu’'uael@se aigue ponctuelle pouvait inhiber la
synthese (Caset al, 2004) et augmenter la dégradation (Reatlal, 1992) de protéines
musculaires chez le rat. Enfin, il est aussi pdsgijoe I'activité mitochondriale en situation
d’alcalose soit renforcée par rapport a I'activtéservée en acidose, et ce indépendamment
du nombre de mitochondrie. Ainsi, 'amélioration ldecapacité oxydative mise en exergue
par (Bishopet al, 2010) pourrait étre la résultante, d'a la foise unoindre dégradation
protéique (ou meilleure resynthéese) et d’'un meilleadement.

Par ailleurs, le niveau d’acidose pendant I'at#idontractile répétée chroniquement
pourrait aussi affecter I'expression de protéimapliquées dans des voies de signalisation
moléculaire, et en conséquence, la transcriptiongdaes qui régulent la biogenese
mitochondriale. A ce jour, il a été montré que ikixse pouvait affecter la phosphorylation de
la protéine kinase B (Akt) (Bailest al, 2006), et augmenter le niveau d’ARMNodant pour
I'ubiquitine et des sous-unités du protéasome éyait al, 1996; Isozaket al, 1996) qui
sont des éléments intervenant dans la dégradatiotgigue. De plus, il a été montré
récemment que l'alcalose chronique induite parsupplémentation en NaHG®avorisait la
surexpression de PGGrEt de ses cibles en aval (COX Il, COX 1V, et cyiamme c) dans
des myotubes en culture C2C12 (Perez-Schiretleal, 2009). Enfin, Bishopet al. (2008,
Abstract congres MSSE) ont démontré que l'acidoétabolique réduisait la surexpression
de PGC-& induite par I'activité contractile. Ainsi, ces de&res données suggerent que la
moindre élévation de la respiration mitochondregdees I'entrainement en situation d’acidose
(comparée a la situation d’alcalose) pourrait éxgliquée en partie par les effets de I'acidose
métabolique sur la régulation des genes impliqaés ¢tk biogenése mitochondriale.

94



L’essentie :

» Il nexiste pas d'étude portant sur les effets @w@tcalose induite et d’'un exercice
unique et intense sur la respiration mitochondriale

» La réduction d’accumulation d'Hoermettrait d’améliorer I'activité
mitochondriale suite a une alcalose induite préa@gmément.

» Une supplémentation en NaHg@eut augmenter I'expression de PG@EEt
COXIV.
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D. Effet sur la capacité tampon

Les effets rapportés d’'une supplémentation en NaH€IO la capacité tampoir)
semblent varier d’une étude a I'autre.

Tout d’'abord, suite a une alcalose induite chroament chez 16 femmes modérément
actives ainsi que chez le rat (Edgteal, 200&; Thomaset al, 2007), il n’apparait aucune
amelioration de l#m supérieure a celle observée dans une conditioméenkEn effet, dans
I'étude d'(Edgeet al, 200&), alors que les deux groupes (alcalin et contndtésentent une
amélioration respective de +19 et +9% de Igor suite a huit semaines d’entrainement a
haute-intensité, aucune différence significativapparait entre les groupes. Ceci suggérerait
que lintensité de I'exercice, plus que I'accumidatd’ions H durant I'entrainement, serait
un facteur d’importance dans I'amélioration d@ia Toutefois il n’est pas possible d’exclure
'éventualité que les améliorations observées derfasimilaire pour les deux conditions
soient due a une augmentation de 13 [Htracellulaire au-dessus d’une sorte de « selfin
effet le pH n'ayant pas été affecté par I'alcalose induited@but des exercices (1 a 5 min),
I'accumulation de H dans le muscle au début de I'exercice aurait pdase de fagon
identiqgue entre conditions et ainsi contribuer & dmlaptations égales au cours de
'entrainement. De plus, les auteurs ont montréaame2lation entre le niveau initial gen et
le pourcentage d’amélioration de cette valeur @legaux initialement les plus bas ont
significativement plus augmentés apres I'entraimem&<0.05), suggérant ainsi que méme
de faibles différences de niveau entre participaotsvaient influer sur les résultats (Edge
al., 200€&).

D’aprés la littérature, une seule étude a étaitéaerhez 'Homme afin d’évaluer les
effets de I'alcalose induite et de I'exercice asgu lagm (in vivo) (Bishopet al, 2004). Il a
été montré, chez 10 femmes actives, qu'aprés umiegede 5x6 sec de sprints séparés par 24
sec de repos, l8m (in vivo) était significativement plus importantedis pas Igm in vitro)
lorsqu’une alcalose était induite avant I'exeraicenparé a une condition placebo (P<0.05).
Ce résultat pourrait avoir contribué a avoir reddechute de pH et, de fait ses, effets néfastes
sur la glycogénolyse et/ou la glycolyse. De plimjgmentation de la [H semble avoir été
retardée par la supplémentation en NaH@Omme en atteste le fait que les'Hinales
étaient les mémes d’'une condition a l'autre malgnétravail total produit supérieur en
condition d’alcalose.

Les différences de résultats observés entre les éeales (Bishoet al, 2004; Edge

et al, 200&) pourraient s’expliquer de par la différence detpcole d’exercice mais aussi
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par le niveau général des participants. De plgsirlesures de capacité tampon n’étaient pas
strictement identiquegih in vitro vs fm in vivo). Ainsi, il est possible que fam in vivo ait

été significativement supérieure en alcalose irddéns I'étude (Edget al, 200&) malgré
I'absence d’effet sur [&Amin vitro, comme I'a mis en évidence (Bishepal, 2004).

L’essentie :
» L’amélioration de Igma I'entrainement passerait d’abord par I'inten

de I'exercice que par la [H
» Une seule étude a montré une amélioration genlan vivo suite a un

exercice aigu trés intense et une alcalose induite.
-
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E. Effet sur les protéines de transport sarcolemmal

Il existe a I'’heure actuelle un nombre tres restrdie travaux portant sur I'étude des
effets de l'alcalose sur I'expression et/ou l'aitév des transporteurs sarcolemmaux
lactate/proton/bicarbonate (Kristensetnal, 2004; Thomaset al, 2007; Messonnieet al,
2007). Cependant, comme vu précédemment, nous saqgoe I'ensemble de ces
transporteurs joue un roéle primordial dans la régoh du pH et ce a des degrés variables, en
fonction de I'état d’activité (i.e repogs exercice) mais aussi du niveau des sujets étudiés
(sédentairess entrainés). Ces différences étant notamment du@geoduction d’ions H
plusieurs auteurs ont émis I'hypothése qu’'un pl@nd gradient de ces protons (du muscle
vers le sang), suite a une alcalose induite, sexgtonsable d’une augmentation de l'activité
des systémes de transports impliqués dans le terdgs H et du HCQ (Juel, 1998; Street
et al, 2005; Thomaet al, 2012). Il a, par exemple était montré, dans descules géantes
issues de muscles de rat, qu’'une augmentation [tHCI@;] augmentait directement I'activité
du cotransporteur Na HCO; (NBC) (Kristenseret al, 2004). De plus, cette diminution
d’'activité a été démontrée, par les auteurs, comamgonsable d’une augmentation de moitié
du temps de récupération du pH, et souligne dontpbrtance des flux HCO dans la
régulation de ce parametre.

Par ailleurs, une seule étude s’est intéresséeféets combinés de I'exercice et d'une
alcalose induite sur les transporteurs sarcolemmilx a cependant été menée sur le rat et
lors d’'un entrainement de 5 semaines a raisonsgalces par semaine (Thoreaal, 2007).

Les auteurs mettent en évidence qu’apres I'entnaéné les contenus en MCT1, NBCel et,
de maniere plus surprenante, MCT4 étaient sigiifiement supérieurs en condition

d’alcalose induite qu’en placebo, dans le musdkus(constitué principalement de fibres

musculaires de type 1). A linverse, pour ce mérpestéines, aucune différences ne sont
apparues pour le musdibDL (constitué principalement de fibres musculairesyge II).

Enfin, une équipe de chercheurs (Messonateal, 2007) a mis en évidence qu’avec
une alcalose induite réalisée lors d’'un exercicenaete intensité, les participants les plus
aptes a améliorer leur performance étaient ceurtayacontenu initial en protéines (MCT1,
MCT4) faible.

Malgré I'étude de (Messonniet al, 2007) ayant été conduite sur un exercice aigu,
aucune étude n’a jusqu’'alors porté sur les effetsadrépétition d’exercices supra-maximaux
et d’une alcalose induite sur les transporteursodammaux impliqués dans la régulation du
pH.
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L'essentie :

» L’alcalose induite, couplée a I'entrainement det@antensité,
augmente I'expression de MCT4 dans une muscle ¢ikyieez le rat.

» Aucune étude chez 'lhomme, en combinant exercéifitense et
alcalose induite, n’est recensée sur I'expresseoNIdEL, NBCel, MCT1
et 4, CAll...
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Partie Il. Objectifs généraw

des etudes expérimentales
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Comme nous venons de le voir, les exercices datsge haute intensité provoquent
d’'importants changements de concentration en mit@baeet en ions au sein du muscle
squelettique et du compartiment sanguin, en péigicgdes ions A

Nous avons aussi rapporté d’apres la littératune, eaorrélation significative entre les
valeurs métaboliques a 300 m (pH et [H®anguin) et la chute subséquente de la vitesse
de course. Ceci suggere que la capacité des athdefmir vite, dépend de la gestion du
niveau d’acidose a I'approche de la ligne d’arriviee effet, les protons affectent a la fois les
processus meétaboliques et contractiles, et pewdant jouer un role dans le développement
de la fatigue, et affecter ainsi la performancs iexercice a haute intensité.

Il a également été montré que suite a un étatestabke diminution de VOpouvait se
produire a la fin d’épreuves exhaustives d’intensévere a supramaximale, possiblement due
a I'évolution de la puissance et de I'acidose maighe.

Ensuite, nous avons pu recenser que l'accumulatemactate et de protons dans le
compartiment cytosoligue du muscle actif & I'exegcintense peut étre limitée grace a de
nombreuses adaptations intramusculaires jouanblendans le développement de la fatigue,
mais aussi de la capacité a produire de I'énepgieune améelioration des voies glycolytique
et oxydative. Par exemple, une capacité tampore étashsport élevée de ces ions au travers
de la membrane sarcolemmale pourrait permettreutter [contre les effets négatifs de
I'acidose cellulaire.

Enfin, nous avons vu que les adaptations mitochaledr en réponse a I'exercice
varient en fonction de l'intensité mais aussi dueau d’entrainement des participants, et que
la biogénése mitochondriale pouvait notamment @ttavée par la contraction musculaire et

le stress oxydatif.

Plusieurs questions se posent :

- L’'alcalose induite conduit-elle systématiguemeat une amélioration de la
performance, comparée a une situation d’acidosssiglae ? Quel serait I'impact du niveau
d’entrainement des athlétes sur d’éventuellesréifiges ?

- Quels sont les mécanismes potentiels sous-jaedatshute de V&bbservéau cours

d’un exercice supra-maximal? Plus particulieremegugl est le role de I'acidose ?

101



- Est-ce qu'une session d’exercices répétés, et eicuyeer la fatigue musculaire
engendrée ainsi que l'acidose, peuvent provoqusrndedifications dans I'expression des
protéinegde régulation du pH ?

- Comment s’adapte la production d’énergie mitochi@ie en fonction d’'une session
d’exercices répétés combinée a une alcalose indu@eel est le réle du stress oxydatif dans

ces adaptations ?

Répondre a I'ensemble de ces questions nécessitéé&marche en plusieurs étapes :

2/ Le premier objectif sera de déterminer, lesteffdune alcalose induite sur la
performance spécifique au cyclisme sur piste serpopulation de trés haut niveau. Lors de
cette étude de terrain réalisée sur piste a 'INSHER supplémentation aigue en bicarbonates
de sodium contre placebo nous permettra de noueaontrecarrer I'acidose pendant une
répétition d’exercices intenses réalisée par delistgs sur piste élites et donc de mettre en
exergue ses effets sur les mécanismes physiolagyspreguins (pH, [HCE] et [La]) et sur la
performance. La performance sera évaluée a lasstoise plan général (tache de cyclisme) et

sur le plan local (test de sauts verticaux).

1/ Le second objectif sera de déterminer les effietd’acidose sur les perturbations
cardio-respiratoires (FC, Qs, Qc, Y¥.0), ventilatoires (VEF, VIF...) et sanguines (pH,
[HCO3] et [La]) impliquées dans les chutes de ¥@récédemment observées. Ainsi nous
nous proposons de comparer les réponses métalmligies indices de fatigue et de
performance au cours d’un test de temps limite §argentation A) et d’'un test de 70 sec
(expérimentation B)JUne supplémentation en bicarbonate contre placekmetimentation B)
doit nous permettre de contrecarrer I'acidose penitexercice et donc de mettre en évidence
ses effets sur les mécanismes physiologiques da querformance si certaines perturbations
devaient ne plus se produire en présence d’alcalese différentes étapes du transport de
I'oxygene étant potentiellement impliquées, notu dera d’étudier cette chaine de transport
au cours d'un test physique induisant un état digua extréme conduisant a de fortes
perturbations physiologiques de I'organisme (etcdame forte acidose) comme c’est le cas en
compétition. Cette étude sera conduite en laboetsir ergocycle a I'INSEP avec une

population de cycliste de niveau inter-régionabhéanal.
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3/ Le dernier objectif sera de déterminer les wuéts d’évolution des régulateurs
musculaires de pH tels que des protéines sarcoleaanisiCT1/4, NHE et NBCel) mais
aussi la fonction mitochondriale afin de mieux coemgre les adaptations musculaires chez
'Homme suite a une répétition de sprints & haantenisité réalisée selon deux conditions
(placebo et bicarbonate).

Cette derniere étude réalisée en partenariat dmnstitute of Sport, Exercise and Active
Living (ISEAL) de Melbourne permettrait d’alleplus loin dans la compréhension de
ces meécanismes physiologiques grace a la possitidi réaliser des biopsies musculaires de
repos et a l'arrét de I'exercice qui nous permittt@bserver I'environnement cellulaire afin
de mieux comprendre I'évolution de la performarsgon deux conditions expérimentales
(placebo et bicarbonate). En effet, la législatifrancaise ne nous permettant pas de
procéder a des biopsies a l'arrét de I'exercia motivé notre collaboration avec le
Professeur David Bishop. Les prélévementsisé&sala Melbourne avec des cyclistes sub-
elites ont ensuite été envoyés par UPS au LabozaibliSERM U1046 dirigé par le

Professeur Jacques Mercier a Montpellier afin d’étralysés.

Ainsi de la description novatrice des particularigghysiologiques de ces épreuves
sportives en cyclisme telles que réalisées en ctitigme a la compréhension de I'implication
de l'acidose et l'intérét d'une prise de bicarat@navant ou en cours d’épreuves, aurions-
nous la satisfaction d’avoir exploré avec cohéremeceype d’épreuves encore peu étudié.
Surtout ce travail qui peut étre qualifié de «damental » dans sa partie « adaptations
musculaires » serait en mesure d’apporter desnations concrétes sur les relations entre le
développement du systéme dit anaérobie et celW@gna., Mais aussi sur les effets de

I'acidose sur ces adaptations.

L’intégralité des articles redigés (soumis ou pédjlisont joints en annexe.
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Partie IIl. METHODOLOGIE
GENERALE
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Chapitre I. Présentation des études.

A. Recrutement des participants.

Pour I'ensemble des études, les individus recrdégmient systématiquement présentés
un certificat médical de non contre-indication @tatique sportive ainsi qu’'une autorisation
parentale dans le cas de personnes mineures. Bedplant 'ensemble des expérimentations
un médecin était a proximité pour répondre a tougence. Enfin chaque étude a été réalisée

apres approbation d’'un comité d’éthique local.

1. Etude n°1

- Titre :

« Effets d'une supplémentation en NaHC8ur les performances et les parametres
meétaboliques lors de sprints répétés (3x500-meetqliat-jumps chez les cyclistes sur piste

de I'équipe de France. »

- Participants :

La population de cette étude était uniquement doBst de membres de I'équipe de
France de cyclisme sur piste (junior et sénior)nay@en voulu se porter volontaire. La
présentation des tenants et aboutissants de I'éledt faite en plusieurs étapes avec la
présence du médecin de la Fédération Francaisgaisi@e, des entraineurs nationaux et du

responsable du pble recherche de la FFC.

- Design expérimental:

L'objectif de ce travail était d’étudier les penfioances en cyclisme sur piste et en
squat-jump suite a une alcalose induite ou lorsw@’'acidose induite par I'exercice. Huit
athletes de niveau mondial ont été recrutés. Apms session de familiarisation, les
participants ont réalisé deux sessions de teste &emaine d’intervalle. De facon randomisée
et en double aveugle, les athletes ont ingéré emih5soit du bicarbonate de sodium (0.3
g.kg?) ou un placebo de carbonate de calcium (0.24,k&0 min avant le début de I'exercice.
Les poudres de supplémentation étaient conditicndéas 20 a 27 capsules de gélatine et
prises avec de I'eau a volonté. La quantité d’eansommée était mesurée pour pouvoir étre
dupliguée lors de la supplémentation de la secsedsion. Les deux supplémentations ont

bien été tolérée par I'ensemble des participaiatss sju’aucun probléme gastro-intestinal ne
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soit rapporté. Du fait que deux participants n’pntterminer la seconde session de test, 6
athlétes ont pu étre inclus pour les analyses.

Chaque session de tests comprenait trois 500-mpdetss de cyclisme sur piste a
intensité maximale séparés par 20 min de récupéraiassive. Immédiatement avant et 2.5
min aprés la session de sprint, les participantgidat réaliser un test de squat-jump pour
mesurer les effets du BIC et de I'exercice suplad explosive des membres infériewrigure
17). Tous les tests se sont déroulés sur une pistadare ventilée de cyclisme sur piste de
166-m, maintenue a 20-22°C.

20 min 20 min
BIC/PLA rest o] rest .
. <— 20min —> * t -
‘e 15min > e—— RESTSSmin ____: 5\}]: ]: \\‘I; \\‘):K\\‘i:
B v vy

e =Rating of Perceived Exertion

g - Blood samples

v P s7 -

= 500-m all-out sprint

SJ= Squat-Jump

Figure 17 : Présentation du protocole du test de 3%00-m all-out séparés de 20-min de récupération. ke
prélévements sanguins étaient pris post-échauffemegmret 3 min aprés chaque sprint et 5 min aprées le
dernier sprint. Avant I'’échauffement, tous les paricipants recevaient soit une supplémentation en ptabo
(PLA) ou en bicarbonate de sodium (BIC).
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2. Etude n°2
« Etude de la Vg de parametres cardio-respiratoires, de parammigésboliques et de
la performance d’athletes entrainés au cours dxgrcee de pédalage supramaximal :

situation d’acidoseersusalcalose. »

- Participants :

Pour recruter les participants de cette étude pantge importante des clubs de cyclisme
sur route, sur piste et de BMX de la région paniséea été contactée par téléphone afin de
donner les premiers éléments d’'information aux eatité. Les échanges suivants se sont

effectués par mail avant les premiers entretiefamdiarisation.

- Design expérimental:

0 Expérimentation A:

Les sessions de tests se sont toutes dérouléesinldaizoratoire ventilé maintenu a une
température constante, comprise entre 20-22°Cedtede force-vitesse, le test incrémental et
le test de temps limite étaient réalisés sur unoeygometre, dont les positions verticales et
horizontales de la selle et du guidon étaient xée sorte a rendre la position de pédalage la
plus confortable possibld.’ensemble du protocole s’est déroulé lors de deassions
distinctes séparées par deux jours. La premiérsiosegonsistait a effectuer les mesures
anthropométriques, les mesures spirometriquestelts de force-vitesse ainsi que le test
incrémental. La seconde session a permis de réddiseest a puissance constante, supra-
maximale, jusqu’a épuisement. Lors d'une étude t@jlmous avions observé que la
température corporelle n'augmentait pas de plusdi'l

Lors de la premiére session, aprés que les doramtespemeétriques soient prises, les
participants étaient familiarisés avec les testmoBptriques qui devaient étre réalisés aussi
lors de la seconde session. Ensuite, aprés un féetmamt les athlétes devaient réaliser 3
sprints maximaux afin d’établir leur relation derde-vitesse pour pouvoir définir leur
puissance maximale ainsi que leur vitesse maximale.

Suite a une période de 20 min de repos, les paaitts réalisaient un test incrémental
afin de déterminer leur V{ax ainsi que leur puissance maximale aérobie. llsaiden

maintenir leur cadence optimale choisie aussi kEmgs que possible, et ils étaient
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encouragés verbalement tout au long de leur etfors de ce test les réponses cardiagues et
respiratoires étaient enregistrées en continu.

Lors de la deuxieme session, les participants davaealiser un test de temps limite
(Figure 19, 10 min apres avoir eu un échauffement standaaksl5 min. La résistance du test
étant constante, cette derniere était établie ectifin de la puissance maximale, réalisée lors
du test de force-vitesse, et la puissance maxim@tebie établie lors du test incrémental.
Tout le long du test les athléetes devaient maintane fréquence de pédalage égale a leur
vitesse optimale moins 10%. Aucune informationtretaa la durée du test n’était donnée et
le test se terminait lorsque les participants étamomplétement épuisés. Les réponses
cardiaques et respiratoires étaient enregistréesmimu aussi lors de cette deuxieme session.
Des prélevements sanguins étaient pris avant lartldp test de temps limite, a I'arrét puis 5

et 8 min post-test.

®

I' =Blood samples
4

&

¥) — Time limit test
= Heart rate recording

= Repiratory parameters recording

- Spirometry measurements

Figure 18 : Présentation du protocole de test du simt de temps limite. Les prélevements sanguins étnt

pris post-échauffement, post-exercice, 5 et 8 miropt-exercice. Les mesures de spirométrie étaient

effectuées au repos ainsi que 3 min post-exercicers du test les paramétres cardio-respiratoires étant
enregistrés en continu.
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o0 Expérimentation B:

L’ensemble des tests ont eu lieu dans le méme dadicg, sous les mémes conditions
qgue pour I'expérimentation A.

En plus d’'une session de familiarisation, le testqipal (test de 70 sec) requiérait que
les athletes soient testés lors de trois occasiistiactes en deux semaines, avec un minimum
de 72 h de récupération entre chaque test. Tousedescices étaient réalisés sur un
cycloergométre (identique a celui de I'expérimdantatA), avec les mémes réglages
individualisés pour la selle et le guidon.

La visite initiale au laboratoire servait a réecugrdees données anthropometriques des
participants ainsi qu’'a procéder a une familiartsatavec les différents tests. Lors de la
seconde visite, les participants devaient réalisetest de force-vitesse afin de déterminer la
puissance maximale et leur vitesse maximale, uninegemental de mesure de la ¥&t de
leur puissance maximale aérobie. Au moins 72 h pud, les athletes réalisaient un test
supra-maximal de 70 sec, 90 min apres avoir ing&ié du NaHCQ@ soit un placebo
(carbonate de calciumiigure 19. Une semaine aprés avoir réalisé le test de ¥8@as l'une
des deux conditions, les participants revenaientabaratoire afin de faire le test sous la
seconde condition. Les deux tests de 70 sec étaialisés au méme moment de la journée.

lIs étaient encouragés verbalement tout le lontgdude 70 sec.

.3

¥ =Blood samples

C% = 70 sec constant power test

= Heart rate recording
BIC/PLA & = Repiratory parameters recording
Tﬁ REST 55 min
:N =
v

Figure 19 : Présentation du protocole de test de &&c a puissance constante. Les prélévements sangui
étaient pris avant la supplémentation en placebo (A) ou en bicarbonate de sodium (BIC), post-
échauffement, post-exercice, 5 et 8 min post-execei Lors du test les parameétres cardio-respiratoire
étaient enregistrés en continu.

Pour les deux expérimentations (A et B), il étatmdndé a chacun des participants de
ne pas consommer d’alcool, de tabac et de ne mseré d’exercice durant les 24 h

précédantes les sessions de test.
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3. Etude n°3
- Titre:

« Effets combinés de la réalisation de sprints tépét de I'alcalose induite sur les
protéines de transports membranaires impliquées aregulation du pH musculaire, et la

respiration mitochondriale chez des participanisssa

- Participants :

Pour cette derniére étude, réalisée en Austrage conditions de recrutement ont été
plus spécifiques. En effet, du fait de prélevememats biopsies musculaires, les participants
devaient impérativement avoir un entretien aveenédecin, en plus d’'un certificat médical,
avant d’étre acceptés dans la suite du projet.demble des individus a été recruté sur le site

de I'Université de Victoria (Melbourne).

- Design expérimental:

Aprés s’étre rendu une premiére fois dans le ldbweaafin de signer leur accord
volontaire de participation a I'étude et d’enregisteurs caractéristiques anthropométriques,
les participants sont revenus une seconde fois ldamgt de se familiariser avec le matériel.
Lors de cette session (Session 1), un test inddide détermination de la consommation
maximale d’'Q a été réalisé ainsi qu’un test de familiarisatiantest supra-maximal (3x30
secondes). Au minimum 48 h plus tard, sans avaitiqué une quelconque activité sportive
intense, les participants sont revenus au laboeapaiur réaliser la seconde session d’exercice
(Session 2AFigure 20. Aprés une premiére biopsie musculaire réaliséeepos et une
supplémentation de BIC ou de PLA, les participamtseffectué 3 sprints de 30 sec séparés
de 20 min de repos passifs. Immédiatement apra&srfee ainsi que 6 h plus tard, deux
nouvelles biopsies musculaires étaient prélevéesuite, 24 h aprés I'arrét de I'exercice, tous
les participants revenaient au laboratoire poultdmiére biopsie. Aprés qu’une semaine se
soit écoulée, les participants revenaient (le mone et a la méme heure que lors de la
premiere biopsie) pour réaliser exactement la m&ession de test (3x30 sec all-out) avec la
supplémentation alternative (Session BBure 20. Tous les tests ont été effectués dans un
laboratoire ou la température était contrblée aC22e plus, afin de minimiser toutes
possibles variations dans les mesures induites!'@egrcice et/ou I'alimentation, il était
demandé aux participants de supprimer toute agtisgortive et l'ingestion de caféine,

d’alcool ou d’autres drogues dans les 48 h quigdaient les deux sessions de test. Lors des
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deux jours de test, le petit-déjeuner et le d@edbaient fournis aux participants afin que la

prise alimentaire soit similaire pour 'ensemblela@opulation testée

Sprint1 Sprint 2 Sprint3
+24h
20 min 20 min
I +6h
Breakfast BIC/PLA Rest ‘Warm-up
PO T L >
1h 1h20 2h 2030 W S 3m10 S 9h10 27h10
t = E E A '
% v v v
| 3rd biopsy | | 4t biopsy

2= biopsy

-

| 1+ biopsy |
Figure 20 : Présentation du protocole du test de 3%0-s all-out séparés de 20-min de récupération. Les
biopsies étaient prélevées au repos, immédiatemgrist-exercice, et 6 et 24 h post-exercice. Les
prélévements sanguins étaient pris au repos, et3, et 9 min apres chaque sprint. Entre la premiere

biopsie et le premier prélevement de sang, tous Iparticipants ont eu un petit déjeuner standardiséuis
soit une supplémentation en placebo (PLA), soit dricarbonate de sodium (BIC).
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Chapitre 1. Supplémentation et nutrition (Etude n°1, 2 et 3)

A. Supplémentations

Pour lI'ensemble des tests réalisés en acidose etlelose, le protocole de
supplémentation était le méme.

90 min avant le début du test les participantgrskdur groupe d’assignation, ingéraient
I'équivalent de 0.3g.k§de NaHCQ ou 0.2g.kg de carbonate de calcium (Cag}Ccontenu
dans des gélules. L'ingestion se faisait en 15 aviec consommation d’eau a volonté, la
seule autre consigne pour les participants étadad®ir consommer le méme volume d’eau
lors de la supplémentation suivante. Comme chaquicipant était assigné a chacune des
deux supplémentations, I'ordre était établi arinérment et la supplémentation se faisait en
double aveugle. Pendant la période d’'attente (iteeda fin de l'ingestion des gélules et le
début de I'exercice, les participants étaient scd¢ au repos et recevaient les dernieres

instructions relatives au protocole.

1. Restrictions générales pré-tests

Avant chaque test il était demandé aux participdatee pas consommer d’alcool (48 h
précédentes) ainsi que de limiter leur consommati® caféine (24 h précédentes). De la
méme facon il était demandé a chaque participastigprimer toute activité physique de leur
emploi du temps de la veille et du jour d'un tésts participants ne devaient pas non plus
modifier leurs habitudes alimentaires lors des deypas précédants immeédiatement un test.
Concernant les sujets devant se faire prélevebidgsies musculaires, le petit déjeuner et le
repas du midi étaient pris en charge afin qu’ildesb identigues d'une condition
expérimentale a I'autre et d’un individu a I'autPaussi, tous les participants recrutés pour les
études présentées dans ce document étaient nomwiinganfin, 'ensemble des participants
devaient passer un entretien de pré-inclusion avemeédecin afin de s’assurer gqu’ils ne
présentaient pas de risques majeurs pour eux-mémasgises, problemes cardiagues ou
pulmonaires...) mais aussi pour I'équipe de rechedd#heant manipuler les échantillons de

sang et de muscle le cas échéant.

2. Hydratation
Que ce soit avant, pendant ou aprés I'exercice, l@giparticipants étaient encouragés a

boire autant d’eau qu’ils le souhaitaient. Seulkes boissons énergétiques ou isotoniques
étaient proscrites afin de ne pas interférer awesupplémentation et donc impacter les
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analyses biologiques subséquentes. De plus il dggaitandé a I'ensemble des participants de

consommer exactement les mémes quantités d’eae damdition a l'autre.

B. Tests des exercices musculaires réalisés sur erodey

1. Echauffement pré-tests en laboratoire (Force-\Véteseemps

limite, all-out 70 sec, test de Wingate et tesB8r80 sec) (Etude
n°2 et 3)
L’échauffement débutait par 10 min a faible inteéq$8 min & 150 W enchainées avec 2

min a 260 W). Apres 2 min de récupération il s’éwail trois sprints départs arrétés en
position assise entrecoupés de 1 min 30 de rédigrerdes 3 sprints étaient réalisés
progressivement en termes de résistance (ex: 300, e 500W pour des participants
entrainés). Le premier sprint durait 10 sec et I'demandait au sujet de monter
progressivement en fréquence pour étre a fréqueracemale sur les 3 derniéres secondes.
Les deux autres sprints se faisaient sur 5 seéqudénce maximale. Il est a noter que les
résistances des sprints étaient ajustées en fanchip niveau des sujets. Une fois cet
échauffement terminé et avant le début du tesengps limite, une récupération de 10 min

était observée.

2. Echauffement pré-tests sur piste de cyclisme (& Beétres)

(Etude n°1)

Cet échauffement durait 20 min au total et étaitieeement pris en charge par

I'entraineur national de cyclisme sur piste. Lddetes évoluaient autour de la piste intérieur
en acceélérant progressivement leur allure jusgerainer par 5 min de sprints intermittent.

Chacun des athletes passait a tout de role erdé&meloton afin de mener deux tours de
sprint. Suite a ces sprints, plusieurs tours delééation/récupération étaient effectués avant

de s’arréter et de passer aux étirements.

3. Mesure de la consommation d’oxygéne. (Etude n3) et

Cette épreuve consistait en une succession degédlle min apres un échauffement de
6 min a 100 Watts. Les incréments de puissancaguehpalier étaient de 20 Watts. Tout au
long du test les sujets devaient choisir une frageale pédalage et la respecter (tolérance de
+/- 2 rotations par minute). Lorsque le sujet ritgbdus capable de maintenir le rythme et que
les criteres d'atteinte du volume d’oxygéene maximeonsommeé (V@hay) étaient respectés

(atteinte de F@ax ainsi que I'apparition d’'un plateau dans la coulbevV(Q), I'épreuve était
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interrompue. La valeur du V\ax(moyennée sur 20 sec) au cours de ce test esnéégiar

le terme « VQnax » €t la derniére puissance maintenue sur plusediinute par le terme de
« puissance maximale aérobie » ou « PMA ». De pdus,de ce test étaient mesurés : la VE,
la VCO,, la FR, le VC, la PET®@et la PETCQ, la SaQ (Cosmed, Roma, Italy), ainsi que la
FC (S810i and T61 electrode belt, Polar Electranele, Finland).

Cette épreuve d’exercice maximal était conduitersdes recommandations de la
société francaise de médecine sous la respongatiilih médecin (consensus SFMS Sciences
& Sports 2002; 7 : 48-50). Dans ce cadre, au repodout au long de I'épreuve,
I'électrocardiogramme était suivi en continu powus permettre d'arréter I'épreuve au
moindre signe anormal. Ce type de test permet thetdé, avant la suite du protocole, toute
contre-indication a lI'exercice et aussi de mesl@econsommation maximale d’oxygene,

index de la puissance aérobie du sujet.

Tableau 4 : Synthése du protocole de déterminatiodie la VO, ax

* Allumer 'analyseur de gaz (Quarck ou Moxus) aumsct5 min avant le début du test

* Allumer 'ordinateur associé

* Calibrer le systeme a I'aide des bonbonnes deegzseringue de 3L

« Vérifier les valeurs d'@et de CQ (~20.8 et ~0.04, respectivement)

» Sauvegarder la calibration (mais systématiquemefaite en cas de probléme)

* Créer le dossier de sauvegarde (sur 'analysegad et le logiciel de I'ergométre)

« Vérifier la stabilité de la chambre d’analysesaique I'étanchéité du systeme (tuyaux)

» Mettre a disposition du sujet un ventilateur pamd’épreuve

* Calibrer 'ergomeétre a 'aide du logiciel de cadte

* Régler les parameétres de I'ergometre (hautepragdondeur : selle + guidon / pédalier)

» Convenir d'un code pour la durée de I'épreuvecdgesujet pour eviter toute parole

* Fixer le masque adapté a I'aide des sanglesesraaiet verifier I'acquisition des données

» Charger le protocole adéquat de test sur leielgie contrble de I'ergocycle

 Lancer une période de 2 min d’enregistremenegos avant le début du test

« Lancer le protocole de mesure de la¥Q (analyseur gaz + protocole ergometre)

L’ensemble des étapes liées au protocole étaiemuas pendant I'enregistrement

* Fin du test : sauvegarder et vérifier le fonatiement du fichier de sauvegarde

» Nettoyer les parties «usagées» a l'aide d’'unrgésmnt et d'un antibactérien

* Rincer et mettre a sécher pour les tests suivants
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4. Test de force-vitesse. (Etude n°2 et 3)

Tous les sujets ont effectué un test de force essé. Le but de ces tests était de
déterminer la puissance maximalen{f ainsi que la vitesse optimale 4y. La Rnax
correspond a la moyenne des 3 tours de pédaligridespuissants et laod correspond a la
vitesse a laquelle R« est atteinte. Ces données devaient servir pauita a individualiser
I'intensité des tests supramaximaux.

La résistance donnée lors des 3 tests de forceseitétait calculée en fonction du poids
(Nm/kg). Chaque participant, selon son niveau déetipe, devait donc faire un test a charge
élevée (1.8 ou 1 Nm/kg), un a charge moyenne (@1.@.6 Nm/kg) et un a charge faible (1 ou
0.4 Nm/kg). L’ordre des tests se faisait au hasard.

Tableau 5 : Synthése du protocole de Force-Vitesse

* Allumer I'ergométre et I'ordinateur associé

* Calibrer 'ergomeétre a 'aide du logiciel de cadte

 Créer un dossier de sauvegarde

» Régler les parameétres de I'ergometre (hautepragondeur : selle + guidon / pédalier)

* Double vérification de la tenue les pédales aatignes ou des cale-pieds

« Tirer au sort I'ordre de réalisation des 3 sprint

» Charger le protocole adéquat de test

« Vérifier la position de départ pour chaque spfassise) puis lancer le test

» Modifier la résistance du test d’'un sprint a trau

» Sauvegarder et exporter les résultats entre ehspnts

* Fin du protocole : sauvegarder et vérifier Idiigs de sauvegarde global

* Nettoyer I'ergometre et éteindre 'ensemble dsiéye
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5. Test de temps limite () (Etude n°2)

Dix minutes apres leur échauffement standard, Bsicipants devaient réaliser un
exercice de pédalage supra-maximal a charge caegRso.,) aussi longtemps que possible
jusqu’a I'épuisement total. La résistance du td3kof,) €tait définie comme lintensité
supérieure a la puissance maximale aérobie, ceagréspondait a une augmentation de 30%
de la différence de puissance entgg«Restimée a partir du test Force-Vitesse) et PMA

Paso%= PMA + [0.3 X (Riax— PMA)].

Les athlétes devaient maintenir une fréquence delpge constante (correspondant a
Vopt — 10%). Aucune information de temps relative duege du test ne leur était donnée et le
test continuait jusqu’a I'épuisement complet. @it cyclsites stoppaient volontairement leur
effort soit ils étaient arrétaient lorsqu’ils n’ietat plus capable de maintenir leur cadence de
pédalage initiale (+/- 3rpm), ce qui était consil@omme un échec a maintenir la puissance
cible & une fréquence précise.

De plus, lors de ce test étaient mesurés : lalaéon (VE), le volume de COVCOy,),
la fréquence respiratoire (FR), le volume courant)( la pression téléexpiratoire en, O
(PETQ) et en CQ (PETCQ), la saturation en £SaQ) (Cosmed, Roma, lItaly), ainsi que la
fréquence cardiaque (FC) (S810i and T61 electredte Polar Electro, Kempele, Finland).

6. Test all-out de 70 sec. (Etude n°2)

Pour ce test le participant devait pédaler,g ¥Y10% durant les 20 premieres secondes
(le pédalier était lancé manuellement a la valear \@,+10% pour que le sujet soit
directement a sa vitesse cible). Pendant ces 2@agmdssance était imposée, ainsi pour tous
les participants la puissance des 20 premieresidesaeprésentait : (B + PMA)/2.

Une fois les 20 sec terminées, le protocole étaito de telle sorte que la puissance de
I'ergocycle s’adapte automatiquement a la vitesseédalage (¥ - 10%). Ainsi la seule
consigne donnée au sujet était de pédaler au maxichel ses capacités pendant les 50

derniéres secondes.
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Tableau 6 : Synthése du protocole du test de 70-sec

* Allumer I'ergométre et I'ordinateur associé

* Calibrer 'ergomeétre a 'aide du logiciel de cadée et définir la résistance du test

* Créer un dossier de sauvegarde

* Régler les parameétres de I'ergometre (hautepragondeur : selle + guidon / pédalier)

* Double vérification de la tenue les pédales aatignes ou des cale-pieds

» Charger le protocole adéquat de test

« Lancer le test, donner des infos sur la fréquelecpédalage lors des 20 premiéeres secondes

» Sauvegarder et vérifier le fichier de sauvegartiefin du test, puis exporter

* Nettoyer I'ergocycle et éteindre le systeme

La puissance moyenne (R puissance maximale {B) et la puissance de fin (P

étaient déterminées pour I'ensemble des springoet chaque individu. L'index de fatigue

(IF) était alors calculé comme étant le pourcentsgdiminution entre R« et Ri,, et servait a

évaluer la performance au cours du test, seloortaule suivante : [(Rax— Bin) / Pmaj X100,

soit en condition d’acidose (placebo), soit en diordl d’alcalose (prise de NaHGD(Figure

21).

De plus, lors de ce test étaient mesurés : la ¥&,30,, la FR, le VC, la PET®et la
PETCQ, la SaQ (Cosmed, Roma, Italy), ainsi que la FC (S810i @61l electrode belt, Polar

Electro, Kempele, Finland).

Puissance

Indice
Fatigue : If

Q

Q

c | moyenne ;

a 4 Puissance

n 20sec

2 mayenne Puissance
S0sec finale

Puissance moyenne totale (70sec)

Temps

Figure 21 : Schématisation du protocole du test supramaximagludissance variable (all-out).
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7. Test all-out de 3 x 500 metres. (Etude n°1)

Ce test était réalisé dans les mémes conditionériementales que le test de 4 x 100
metres. Aprés un échauffement sur piste et justéatale départ de chacun des sprints les
participants ont réalisé trois tours de piste dfaiteindre leur vitesse optimale de pédalage. Il
leur était demandé de pédaler le plus vite posgibler éviter toute possible stratégie de
course. Les temps de chaque demi-tour et chaque domplet étaient enregistrés
électroniguement (REI2, Microgate, Bolzano, Italpussi, des encouragements verbaux

étaient donnés pour tous les participants durangépents.

8. Test de Wingate (Etude n°3)
Ce test, réalisé a la fois comme familiarisationaassi afin d’établir les intensités

d’exercice du test suivant (i.e 3 x 30 sec de $gyirtonsistait a la réalisation de 30 sec de
pédalage & intensité maximale contre une chargeairiée & 0.075 Nm.kf Avant de débuter

le test, les participants s’échauffaient 10 minlofsdes modalités détaillées en 2).a)) sur

'ergométre (Lode Excalibur Sport V2.0; Groningefhe Netherlands) et se reposaient

ensuite pendant 5 min. Tous les participants davgiédaler, en position assise, le plus

rapidement possible du début a la fin des 30 sexedCice et étaient verbalement encourages
a maintenir leur cadence maximale de pédalage.iid@snations de temps étaient données

sous forme de compte a rebours a partir de 15’sgerdice, avec un décompte complet pour

les 5 derniéres secondes.

9. Testde 3 x 30 sec. (Etude n°3)

Ce test était réalisé a la fois en condition amésplémentation en placebo et en

bicarbonate de sodium lors de la troisieme étués.deux sessions de test étaient séparées
d’'une semaine pour tous les participants.

Il était demandé aux participants de se tenir esitipo assise du début a la fin de
chaque test. Pour chacun des sprints, et de fagtniduelle, une ¥, de pédalage était
établie, a I'aide du test de Wingate, pour le diéges trois sprints. Un membre de I'équipe de
recherche lancait donc manuellement la roue dgdmeetre jusqu'a la 34 du participant
testé puis le sprint débutait dés que le partitipaait pu placer ses pieds dans les deux cale-
pieds. Pour la suite du test la cadence n’étaicpag6lée, ce qui signifie que les participants
devaient pédaler le plus vite possible durant @se&c. Comme pour le test de Wingate, la

bY

résistance était préétablie & 0.075 Nrt.kPes encouragements verbaux et un compte a

118



bY

rebours a partir de 15 sec étaient donnés pouruehagrint. B, Pnax €t Rn étaient
déterminées pour I'ensemble des sprints et pouquehandividu. L'IF était aussi calculé
comme étant le pourcentage de diminution entg € R, selon la formule suivante :
[(Pmax— Rin) / Pmay x100.

Tableau 7 : Récapitulatif du protocole du test de Wigate (et du 3 x 30 sec)

* Allumer I'ergométre et I'ordinateur associé

« Calibrer 'ergométre a I'aide du logiciel de caile et définir la résistance (0.075 kgg

* Créer un dossier de sauvegarde

» Régler les parameétres de I'ergometre (hautepragondeur : selle + guidon / pédalier)

» Double vérification de la tenue les pédales aatignes ou des cale-pieds

» Charger le protocole adéquat de test

* Lancer le test, donner des infos de temps lossl8ederniéres secondes

» Sauvegarder et vérifier le fichier de sauvegartiefin du test, puis exporter

* Nettoyer I'ergocycle et éteindre le systeme
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C. Test de sauts verticaux(Etude n°1)

Post-échauffement et environ 2 min 30 apres |58k meétres all-out, les participants
devaient réaliser deux sessions de 3 sauts vertiaussi appeler « Squat-jump test »)
(Optojump, Microgate, Bolzano-Bozen, Italy). Le tt&ait réalisé avec les mains sur les
hanches et I'angle du genou était fixé a 90° au emande l'impulsion. Les participants,
lorsque leur position était adéquate et stabiliséeyvaient sauter au signal des
expérimentateurs. La consigne était de sauterue ut possible. Pour les sauts pré- et post-
tests, la moyenne des deux meilleurs sauts éiteffin de déterminer la performance.

Tableau 8 : Synthése du protocole des sauts vertica

* Installation du matériel au plus proche de laezda décélération

« Veérifier la communication entre le systeme etdioateur associé, puis calibrer

 Créer un dossier de sauvegarde

« Vérifier les positions de départ pour chacunisauts

« Vérifier les positions lors du saut et de |la iz

» Sauvegarder chacun des sauts puis I'ensembleadés avant d’exporter les résultats

* Eteindre, nettoyer si nécessaire et ranger |&meht

D. Evaluation de la perception de I'effort.(Etude n°1 et 3)

Pour I'ensemble des études, immédiatement aprequehaxercice ou sprint, les
participants devaient fournir une évaluation de fatigue ressentie (ou RPE pour « rating of
perceived exertion ») a I'aide de deux échelletirtites. La premiére est une échelle en 15
niveaux (de 6 a 20) utilisée pour estimer la fagigessentie au niveau cardio-respiratoire, le
numero 6 reflete un exercice tres, tres facile etuméro 20 correspond un exercice maximal
(Borg). La seconde échelle (CR-10, Borg) est devisé@ 11 points (0 a 10), ou O refléte
'absence de douleurs et 10 une douleur maximadkchelle CR-10 sert, quant a elle, a
évaluer la douleur musculaire ressentie.

La signification de chaque niveau et de chaque degnbesoin, était donnée par un

membre de I'équipe de recherche a chaque particgyamt de démarrer un test.
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E. Prélevements sangquingEtude n°1, 2 et 3)

1. Technique
Les prélevements de sang étaient réalisés soitveaunde la pulpe des doigts soit au

niveau du lobe inférieur de l'oreille. Ces échdotis étaient obtenus au repos apres
I'échauffement, puis immédiatement post-exercigeh 8t 9 min post-exercice (sauf pour le
Tim : Uniquement au repos, post-exercice, 5 et 8 most-pxercice). Dans le cas de répétition

d’exercice (type 3 x 30 sec) les prises de sangréttaites aprés chaque sprint.

2. Analyses
Les échantillons de sang ainsi obtenus étaient ohat@ment analysés ou maintenus

dans la glace au maximum 10 min avant qu’un anatysait disponible.

Alors que pour la premiére étude I'ensemble desuress(pH, [Ld et [HC(O;]) était
réalisé sur une seule et méme machine (I-stat, hbhes Ulis, France) a l'aide d'un
échantillon de 85uL contenu dans un capillaire plgdévements pour les deux autres études
ont dO étre réalisés par différents analyseursadudé contraintes. Ainsi pour I'étude n°2 le
pH, la [HCGQ, la paQ et la paCQ@ étaient mesurés par un I-stat (Abbott, Les UlianEe) et
la [La] par un Biosen (20uL nécessaires) (C-line ana)ySKF Industrie, Elektronik GmbH,
Barleben, Germany). De la méme maniere, lors deelaiere étude le pH et la [HGD
étaient mesurés par un analyseur Rapidpoint 408u(lhécessaires) (Siemens Healthcare,
Melbourne, Australia) et la [Japar un analyseur 2300 STAT Plus (20uL néces9aji¢si
Inc., Yellow Springs, OH). L’'ensemble de ces analys a déja été validé par de précédents

travaux.
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F. Parametres respiratoires.(Etude n°2)

1. Technigue et analyses.

Le volume courant (VC), la capacité vitale forcé&/F = inspiration + expiration
forcées lentes et profondes), le volume expiratdineé en 1 sec (VEF, le volume
inspiratoire forcé (VIF) ainsi que le volume insoire forcé en 1 sec (ViJétaient mesurés
par un spirometre électronique (Spirobank II, Roitadie) avant et 3 min apres le,l La
précision ainsi que la reproductibilité¢ de tellegsures ont été validée par Liistro et al.
(Liistro et al, 2006). Chacun des tests était réalisé debout amecpince sur le nez pour
éviter toute fuite de gaz par les voies respiraggupérieures.

Avant le Tim, un minimum de 3 inspirations et expirations éataé#lisé et la plus haute
des trois valeurs était définie comme la valeur imale. A la fin du Tlim et du fait des
contraintes de temps (récupération et autres n®swgeulement une mesure spirometrique
était réalisée sur les participants afin de quigntiés changements de la fonction respiratoire

induits par I'exercice.

Image 1 : Mesures spirometriques (avant et apres [By,).
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G. Réponses cardiaques (Etudes n°2).

1. Techniques.
Le Physioflow (Physioflow, Manatec Type PFO5L1 aStrourg, France), utilisé lors des

tests, mesure les changements d’'impédance en egoménduction d’'un faible courant
électrique. Une paire d’électrodes (Ag-AgCl, Hewleackard 40493 E), une électrode de
transmition et une de détection, était positionad@essus de la fosse supra-claviculaire a la
base gauche du cou et une seconde paire le lopgodassus xiphoide. Une derniére paire
d’électrodes était utilisée pour enregistrer Ielbardio-gramme (position CM5). Avec cette
installation, une premiére évaluation de I'indexdébit systolique (Qs) et du débit cardiaque
(Qc) était calculée lors de la procédure de cdiitmabasée sur 30 battements consécutifs,
enregistrée au repos. Lors dymT la variation des paramétres mesurés était armlgsé
comparée avec les valeurs obtenues lors de laguoeée calibration.

2. Analyses.
Le Qc et le Qs étaient mesurés en continu (doneées beat-to-beat » moyennées

toutes les 5 sec), au repos, a I'exercice et auvsodel la récupération (Physioflow, Manatec
Type PFO5L1, Strasbourg, France), de la méme fggerla fréquence cardiaque (FC) (S810i
and T61 electrode belt, Polar Electro, Kempelelahid).

Image 2 : Mesure des Qs et Qc au repos a 'aide dhysioflow.
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H. Biopsies musculaires(Etude n°3)

1. Technique
Dans le cadre de la derniére étude, 8 biopsieendtaialisées (4 par condition

expérimentale) par un médecin expérimenté. Powuwtedes conditions les biopsies étaient
prélevées en position allongée sur champ stérileepas, immédiatement post-exercice, 6 h
et 24 h post-exercice. Avant qu’une incision saitef dans le muscle squelettique, la peau et
le fascia entourant leastus lateralisont été anesthésiés en utilisant 5 mL de Xylocabbe
Pour les deux premiéres biopsies, deux incisiongerdt réalisées : une pour étre utilisée
directement pour la biopsie de repos et l'autré &emée par Steri-Strip et était utilisée pour
la biopsie immédiatement post-exercice. Toutes &gres biopsies étaient prises
approximativement a 1cm de la précédente incisimagé #). Au maximum 300 mg de
tissus musculaire humide étaient retirés du vedtrerastus lateralis(mi-chemin entre la
hanche et le genou) pour chaque participant eisanil la technique modifiée par aspiration
de l'aiguille de Bergstrom (5 mm) (Evaasal, 1982) (mage B). Les échantillons de muscle
étaient ensuite nettoyés a sec de tout sang, tsbpsux et tissus conjonctifs visibles a I'aide
d’un papier filtre. La quantité de muscle restdattélivisé en deux parties : 1/ une partie était
immédiatement congelée dans de l'azote liquidet@tkée en congélateur a -80°C dans
lattente des analyses enzymatiques et protéiquesn&, 2/ l'autre partie était utilisée
directement pour I'étudim situde la respiration mitochondriale sur fibres perniéses.

Image 3 : Positions des incisions faites sous arn@ssie (A), préalables aux biopsies réalisées parcsion a
I'aide d’une aiguille de Bergstrom et d’'une seringe de 50mL (B).
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Tableau 9 : Liste du matériel nécessaire a la réafation d’une biopsie.

» Préparer pour le meédecin: champ stérile, scalpmdpir, gants, Stéri-Strips, glage,

compresses, bandes élastiques, seringue + aidailBergstrom, Xilocaine. (tout en double

N—r

» Préparer pour I'expérimentateur : balance, chyes, forceps, papier filtre, gants, lunettes,

nitrogene liquide. BIOPS + glace (= conserver maipcur respiration mitochondriale)
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2. Analyses

a) Western Blots (Etude n°3)

Les protéines étaient dans un premier temps isaléamnuscle par une méthode déja
utilisée et décrite par McCullagh et al. (McCullagghal, 1996), ainsi que d’autres équipes de
recherche (Thomast al, 200%). Une fois les protéines séparées du reste dulenpsc
broyage puis centrifugation, la concentration wtah protéine était déterminée par la
méthode a l'acide bicinchoninique (BCA, pour « Bodioninic acid assay ») (Pierce,
Interchim, Montlucon, France) avec l'utilisation &SA (pour « bovine serum albumin »)
comme standard.

Des échantillons provenant des homogénats musesyaiontenant chacun 20 ug de
protéines, étaient séparés sur des gels Bis-Tas12% de 1.5mm d’épaisseurs (Nupage,
NP0335BOX) pendant 60 min a 200 V, grace a un systdovex (Invitrogen, Groningen, The
Netherlands) dans un tampon B (MOPS-SDS [1M MORS,Tlis Base , 69.3 mM SDS, 20.5
mM EDTA, HO a ajuster a la bonne dilution, pH 7.7]). Un margude poids moléculaire était
systématiquement déposé dans le premier puits @es(lguromedex 06P-0211, 10-250kDa).
L’échantillon servant de contrdle pour 'ensemtds dels (contrble des variations inter-gels) avait
été obtenu a partir d’'une biopsie de repos d'utiggzant ayant stopé I'étude avant la fimgge 9.

De plus pour chacune des protéines quantifiéespuotéine de référence (ou « housekeeping
protein ») était aussi quantifiée (en l'occurremgetubuline, 50 kDa), afin de prévenir toute

variation intra-gel.
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Image 4 : Photo représentant les différents échalfiins tels que déposés lors de I'électrophorese.

Aprés la migration des protéines, celles-ci étaigrisférées du gel vers une membrane
de nitrocellulose (101mA pendant 75 min), puisresmbranes ainsi obtenues étaient incubées
sur un appareil a agitation mécanique (ou « shaketurant 90 min a température ambiante dans
un tempon de blocage (Odyssey® Blocking Buffer;CIOR, Cat. #927-40000; phosphate-
buffered saline (PBS) contenant 0.1% de sodiumea&diromedex). Ensuite, les membranes
étaient incubées a 4°C pendant toute une nuitfmimi 12 h) avec I'anticorps primaire dans du
tampon de blocage. La dilution de I'anticorps pimmaariait de (1:1000 a 1:500) en fonction de la
protéine ciblée. Apres cette étape, les membraa@€rincées trois fois 5 min dans du tampon
PBS-Tween (PBS 1x [140 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 10 Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4,
pH 7.4] + 0,25% Tween 20) et une fois 5 min damsgashpon PBS 1x. Les membranes étaient
alors incubées pendant 45 min a température arebéueic I'anticorps secondaireableau 1).
Enfin, les membranes étaient une nouvelles fogees selon le méme protocole et I'expression
des protéines étaient détectée par immunofluorescénage 3 (Odyssey Infrared Imaging
System LI-COR Biosciences, ScienceTec, Courtabdengince). La densité des bandes de

protéines était mesurée en utilisant le logicieddey [ittp://rsbweb.nih.gov/ij/index.hth(Tableau

11) et les résultats exprimés en unités optiquesraires comme précédemment utilisé (Thomtas
al., 200%) .
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Image 5 : Machine de révélation par immunofluorescece Odyssey.

Tableau 10 : Synthése d'utilisation des différentanticorps

Protéine Poids Dilution Source Réf. Fournisseur
moléculaire
Protéines de transport membranaire
CD147 55 kDa 1/1000 Souris sc-9757 SantaCruz
MCT1 55 kDa 1/1000 Lapin AB3538P Millipore
MCT4 55 kDa 1/1000 Lapin AB3316P Millipore
NBCel 150 - 160 kDa 1/1000 Lapin AB3212 Millipore
NHE1 100 - 110 kDa 1/1000 Souris MAB3140 Millipore
CAll 31 kDa 1/1000 Lapin sc-25596 SantaCruz
AMPK 62 kDa 1/500 Lapin 2532S Cell signaling
p-AMPK 62 kDa 1/500 Lapin 2531S Cell signaling
Protéines mitochondriales
COX IV 17 kDa 1/1000 Lapin 4844S Cell signaling
PGCla 93 kDa 1/1000 Lapin 2178S Ozyme
Protéine de loading
Tubuline 50 kDa 1/2000 Souris T6074 Sigma-A
Quantification oxydation protéique et lipidique

OxyBlot / 1/150 Lapin S7150 Millipore
4-HNE / 1/3000 Chevre AB5605 Millipore
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Tableau 11 : Exemples des bandes de densité de 8emble des protéines aprés révélations.

MCT4

MCT1

CD147

CAll

NBCel

NHE

COX IV

PGCla

AMPK

pAMPK

Tubuline

Oxyblots

4-HNE
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Tableau 12 : Récapitulatif des étapes suivies pole dosage des protéines.

» Etape 1 :Extraction des protéines

« Dilution de I'’échantillon au 10" danstampon d’homogénéiation (Tampon A)*

« Homogénéisation au Potter manuel

« Centrifugation, 4°C, 10 000 G, pendant 4 min

« Récupérer le surnageant puis réaliser le dosageadéine a I'aide du kit BCA

» Etape 2 :Préparation des échantillons (atteindre concentiifinale de 20pg.pL)

* Pour cela, faire en fonction de la concentrafimstéique de chaque échantillon

« X volumes d’homogénat + X volume de Tampon A BGe Tampon 4x** + 30uL d'eau
MilliQ

» Etape 3 :Séparation sur gel Bis-Tris 4-12% = migration

* Sortir les gels des emballages, et rincer chagits avec ddampon de migration** *

* Placer les gels dans la cuve et la remplir dgotande migration

« Ajouter I'antioxydant dans le tampon entre leaxdgels

« Déposer précautionneusement les échantilloresraarqueur de poids moléculaire

« Lancer I'électrophorése a 200 volts a 100mA pandh a 1h30 (fonction du poids moléculaire

v
~—

« Vérifier le front de migration avant d’arréterriagration

» Etape 4 :Transfert des protéines sur membrane

« Utilisation de membrane de nitrocellulose de ZPM < 100 kDa), si > 100 kDa = 0.45um

« Tremper les papiers wattman et la membrane daamipon de transfert** *

* Placer les éléments de bas en haut : 3 papienha@membrane/gel/3 papiers wattman

* Attention a la possible formation de bulles pemida processus

* Lancer pendant 1 h a <5 volts et & un ampéradgaléaomme suit : L x | x 0.8mA

» Etape 5 :Immunomarquage

« Placer la membrane dans tampon de blocage pehdeatT A sous agitation

* Ajouter I'AC primaire & bonne dilution toute unait a 4°C sur agitateur

* Rincer

*Ajouter I'AC secondaire couplé a un fluorochromk & TA sur agitateur et a I'abri de la lumiere

* Rincer

» Etape 6 :Révélation

» Sécher les membranes avec du papier absorbanbEgeant de la lumiere

» Révéler les membranes a I'aide de I'Odyssey taffamaging System

 Quantifier la densité des bandes (logiciel ImageJ
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Tableau 13 : Préparation de la solution de tampon’tlomogénéisation

Tampon d’homogénéisation*

Solution finale volume: (mL) 100

Eau MilliQ : Ajuster a 100mL pH: 7.4

Concentration
Elément (mM) Poids Moléculaire a ajouter (g)

Sucrose 210 342.3 7.188
HEPES 30 288.3 0.715
EGTA 2 380.4 0.076
NacCl 40 58.44 0.233
EDTA 5 295.24 0.073

Le jour méme ajouter :

Inhibiteurs de phosphatases (P5726 Sigma) 0.5% (=500uL pour 100mL de solution final

Inhibiteurs de protéases (P8340 Sigma) 0.5% (=500p.L pour 100mL de solution final

)

)

Tableau 14 : Préparation de la solution de tampon aemmli 4x

Tampon Laemmli 4x**

Elément | Concentration finale
Tris-HCI 250 mM, pH 6.8
Béta-mercaptoethanol 0.5M
Glycérol 40%

SDS 8%

Bleu de bromophénol 0.02%

Tableau 15 : Préparation de la solution de tampone& migration

Tampon de migration***
Elément I Quantité
MOPS-SDS Nupage 40mL
Eau MilliQ 800mL
Antioxydant 500uL / 200mL de solution (seulement entre lesl®)gg

Tableau 16 : Préparation de la solution de tamponaltransfert

Tampon de transfert****

Elément I Quantité
Eau MilliQ 100mL
Ethanol 10mL
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b) Quantification des protéines oxydées (kit OxyBld15®)
(Tableau 2) (Etude n°3)

Cette quantification spécifigue permet de rendrenme dune réaction rédox
particuliere qui se caractérise par la fixation gleupements carbonyle tres réactifs (i.e
cétones) au niveau de certains acides aminés d&rma® (i.e lysine, arginie). Cette fixation
entrainera alors une cascade de réactions d’oxydatbmme décrites par Davies et al.
(Davies & Slater, 1987), et conduisant a des digfonnements protéiques irréparables.

Apres avoir homogénéisé les échantillons musclaioair en extraire les protéines, on
procédait a une centrifugation ainsi qu’au dosagg protéines. Ensuite, 5 pL de chaque
échantillon (contenant 15 pg de protéines) étalénaturés par addition de 5 pL de SDS 12%
puis réduit en 2.4 DNP apres incubation de 15 rmagcdO pL de DNPH. En parallele, un
échantillon « contréle négatif » était préparé isdbp méme démarche, seulement le DNPH
était remplacé par 10 puL de solution de réducttamdard. Puis, 7.5 pL de la solution de
neutralisation ont été ajoutés avec un volume ded&¥-mercaptoethanol. L’échantillon
traité ainsi que le contrdle négatif ont ensuité &éparés par électrophorése (selon la
procédure du Western Blot décrite précédemmentjragisférés sur une membrane de
nitrocellulose. Aprés avoir été mise dans du tamgerblocage (Odyssey® Blocking Buffer;
LI-COR, Cat. #927-40000; phosphate-buffered saliPBS) contenant 0.1% de sodium azide;
Euromedex) pendant 1 h a température ambiantegihabmane était mise a incuber sur une nuit
avec l'anticorps polyclonal primaire, dilué au 501 dans du tampon de blocage a 4°C. Apres
rincage (Cf technique du Western Blot), la membrdegait incuber pendant 45 min a
température ambiante avec l'anticorps secondaitgpléoa la HRP (Horseradich Raifort
Protein). Lors de la révélation par chimiluminesmeril est possible de détecter des bandes
de protéines sur I'échantillon traité, alors quecdmtrole négatif ne laissait rien apparaitre

prouvant ainsi que les protéines carbonylées rpantété réduites.
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5ul Prot ein 5ul 12% SDS 5ul Protein 5ul 12% SDS

N N

«

\ \

\ \
| |

Ajouter 10 pl 1X de solution DNPH Ajouter 10ul 1X de solution de dépolarisation

\ Agiter et incuber pendant /

15min aTA

Ajouter 7.5ul de solution de neutralisation Ajouter 7.5 pl de solution de neutralisation

N/

Echantillons préts a étre déposés pour

éléctrophorese

Figure 22 : Schématisation du protocole de prépar&in des échantillons pour la quantification de
protéines oxydées.
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c) Quantification de la peroxydation lipidique. (ABZ(0
Millipore) (Etude n°3)

La quantification de la 4-hydroxy-2nonenal (4-HNEgntifiée pour la premiere fois en
1991 par Esterbauer et al. (Esterbaeteal, 1991), permet de compléter I'analyse des effets
du stress oxydatif et apparait aussi jouer unindp®rtant dans diverses voies de signalisation
cellulaire (Zarkovic, 2003). Son principe de rétiéla est exactement le méme que pour
n'importe quelle autre protéine (Cf technique du st¥en blot), avec une dilution de

I'anticorps secondaire au 1:1000.
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d) Mesure de l'activité citrate synthase. (CS) (Etnti@)

Image 6 : Remplissage des puits sur plaque a fondap pour la mesure de la CS.

Les homogénats étaient préparés dans du TampohQAi®1 sucrose, 2 mM EGTA, 40
mM NaCl, 30 mM HEPES, 5 mM EDTA, and 2 mM phenylhytulfonyl fluoride, pH 7.4] puis
stockés a -80°C. La citrate synthase, considérgemmun marqueur du stock mitochondrial,
catalyse la réaction suivante : Acétyle-CoA + oamalifate + b citrate + CoA-SH + H
L’activité enzymatique de la CS a été mesurée dalométhode de Srere (1969), ou I'apparition
des groupes SH, dépendante de l'activité de la g@Bnet la réduction du DTNB (réactif

d’Ellman) en TNB (acide 5-thio 2-nitrobenzoique)atrileur jaune dont I'absorbance est mesurée

a 412 nmigmage 9.

Tableau 17 : Récapitulatif du protocole de mesureall'activité CS

* Allumer le systeme au moins 30 min avant utiligat- lancer le logiciel

* Créer un dossier de sauvegarde puis préparkgagpcomme suit (valeur données par puits) :

 10uL d’homogénat musculaire

* 790uL de Triton X100 1%

* 100pL acétyl-CoA 1mM

*100pL DTNB 1mM

« agiter la plaque puis incuber 1 min a 37°C

* rajouter 10uL d’oxaloacétate 10mM

* Lire I'absorbance a 37°C apres un délai de 2@peadant 3 min a 412 nm

» Les valeurs sont exprimées en mU’rdg protéines. Sauvegarder les données.
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e) Mesure de la respiration mitochondriale sur fibres
perméabilisées. (Etude n°3)

< Préparation des fibres

Image 7 : Préparation des fibres musculaires permédxlisées.

Les fibres étaient isolées a partir d’échantilldesbiopsies deastus lateraligimage 7
puis placées dans 5mL de Tampon B* [10 mM EGTAG 6rtM MgCh, 20 mM taurine, 0.5
mM DTT, 5.77 mM ATP, 20 mM imidazole, 50 mM MES ps$ium salt (KMES), 15 mM
phosphocreatine, pH 7.1jdbleau 13 avec 5 g.ml* de saponine pendant 30 min & 4°C sur shaker,
afin d’étre permeéabilisées. La saponine était énseiirée des fibres par ringcages successifsxde 2
10 min a 4°C en utilisant 2 x 5 mL de Tampon C*5(nM EGTA, 3 mM MgCj, 20 mM
taurine, 10 mM KHPQ,, 20 mM HEPES, 110 mM Sucrose, 60 mM K-lactobionpté 7.1)
(Tableau 1).
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Tableau 18 : Préparation de la solution de BIOPS.

BIOPS (Tampon B)*

Solution finale volume: (mL) 1500
Eau MilliQ : 1350 pH: 7.1

Elément Concentration (mM) | Poids Moléculaire | a ajouter (g)
Na,ATP 5.77 551.1 4.77
MgCl»-6H,0 6.56 203.3 2.00
Taurine 20 125.15 3.75
PCr 15 273.1 6.14
Imidazole 20 68.08 2.04
DTT 0.5 154.25 0.12
MES 50 195.2 14.64
Stock solutions:
Solution [finale] (mM) | [stock] (mM) [& ajouter (mL)
K,EGTA 7.23 100 108.45
CaK,EGTA 2.77 100 41.55

Tableau 19 : Préparation de la solution de MIROS5.
MiRO5 (Tampon C)** |

Solution final volume: (mL) 2000
Eau MilliQ : 1760 pH: 7.1

Elément Concentration (mM) | Poids Moléculaire| a ajouter (g)
EGTA 0.5 380.4 0.38
MgCl-6H,0 3 203.3 1.22
Taurine 20 125.1 5.00
K,HPO, 10 136.1 2.72
HEPES 20 238.3 9.53
Sucrose 110 342.3 75.31
BSA 1g/L N/A 2

Stock solutions:

Solution

[finale] (mM)

| [stock] (mM)

| a ajouter (mL)

K-lactobionate

60

500

240
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<+ Mesure de la consommation d’oxygene des fibres

Image 8 : Oxygraphes Oroboros.

Pour tous les participants, les parametres respieatde la population mitochondriale
totale des fibres musculaires perméabilisées dhté@idiés en utilisant 2 oxygraphes-2k
d’Oroboros [mage 9. Les mesures ont été conduites a 37°C, les éttbhaatétant baignées en
continu dans 2.2 mL de tampon C avec ajout de rdifts substrats. La concentration en
oxygéne dans chacune des chambres des oxymétitedeé20 pM Q.puL™ tout au long de
I'expérimentation. De 3 a 4 mg de fibres humideem@abilisées étaient placés dans leur
chambre & oxygéne respective. L'activité de retipingétait exprimée en pmol.G@*.mg* de
poids. Avant tout ajout de substratssge 9, la consommation d’oxygéne était mesurée afin
d’évaluer la consommation d’oxygéne au repog.(Ensuite, 250 UM (¥maxp, 2.5 MM (\s.
maxd €t 5 mM (Mnay d[ADP] ont été successivement ajoutés afin diaagter la
consommation d’'oxygene dans les chambres jusqtédndte la consommation maximale
d’'oxygéne. Le Complexe | (Cl) a été testé en @ilis2 mM de malate et 5 mM de pyruvate.
Les complexes deux, trois et quatre (CII, Clll, Cbnt été testés, en méme temps que ClI, par
ajout de 10 mM de succinate + 0.1 uM FCCP. Pauike,sCl était inhibé par 0.01 uM de
rotenone dans le but de tester uniquement ClI, &IICIV. CIl a été testé seul en inhibant
Clll avec 3.75 uM d’antimycin A. CIV a finalemertigéesté par I'ajout de 2 mM d’ascorbate
et 0.5 uM de N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamidihydrochloride (TMPD). CIV était
finalement inhibé par I'adjonction de >200 mM dedison azide, ce qui permettait de
contréler lintégrité des chambres des oxygraphalsénce de bactéries notamment).
L’ensemble des mesures a été corrigé par I'actiletéa CS.
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Image 9 : Ensemble des seringues nécessaires adigjdes substrats dans les chambres de mesure de la
respiration mitochondriale.

Tableau 20 : Synthése des étapes nécessaires a ésmume de la respiration mitochondriale

« Allumer les oxygraphes et les ordinateurs associé

* Sortir du congélateur les différents produitawigues et les placer dans de la glace

* Préparer la saponine (mg/mL dans Tampon C) ggrievate (44mg/200uL dans de I'eau

* Aspirer I'éthanol 70% des chambres des oxygraphwscer 5 fois avec de I'eau bidistillée

» Remplir avec de I'eau bidistillée puis refermeeales stoppers pendant 10 min

* Lancer le logiciel DatLab sur chaque ordinateuwréer les dossiers de sauvegarde

* Avant de lancer les agitateurs, retirer I'eau cleammbres et mettre 2.2mL de Tampon B

» Pendant que la [d'§pse stabilise, préparer les seringues d’injectians 'ordre

» Perméabiliser les FM dans du Tampon C + sapgreneant 30’ sur agitateur et sur glac

D

* Retirer les FM, les peser a l'aide d’'un papittrdiafin de rentrer le poids dans DatLab

* Placer les échantillons dans les chambres poiigeajl'O, une fois les stoppers placés

* Suivre le protocoleTableau 2)

L’ensemble des étapes liées au protocole étaienjudas pendant I'enregistrement

* Une fois terminé, nettoyer les chambres a I'adistillée et a I'éthanol 70%

» Avant d’éteindre les systemes : vérifier si la\sggarde a fonctionné !
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Tableau 21 : Protocole synthétisé (dans 'ordre degjouts) de la mesure de respiration mitochondriale

Eléments quantité (/ taille Stock [cy/ Stade de Commentaires Nom complet
seringue) solution chambre respiration

fibres permé 3.0:4.0mg viser ~3gr; <5mgs

0, inj >480uM (~50uM O,/ul|  >480uM fermer chambre quand >480uM Oxygen
M 5uL (25puL) 0.8M (H,0) 2mM cl Cl L-Malic acid
P 5uL (25puL) 2M (H,0) 5mM (CnL Cl Pyruvicacid
MgCl,.6H,0 24uL (10uL) 250mM 3mM réaction ADP vers ATP Mg Chloride
ADP 0.4pL (10pL) 0.5M (H,0) | 250UM (C1)Dg.1 Cl sousmaximal ADP
ADP 10uL (10pL) 0.5M (H,0) 2.5mM (CI)D,g Cl sousmaximal ADP
ADP 10uL (10pL) 0.5M (H,0) 5mM (CI)Ds 1 resp maximale Cl ADP

S 20pL (50uL) 1M (H,0) 10mM (cl+cIyP Cl+I Succinate
Cytc SuL (25uL) 4mM (H,0) 10uM contréle de la prépa de I'échantillon CytC
FCCP 1L (10uL) 1ImM (EtOH) [ 0.1uM (CI+CN)ers non-coupled state (1st titration) FCcP
Rot 1ul (10pL) 0.1mM(EtOH)| 0.01uM (Cll)ers blocks CI Rotenone
Ama 1.5pL (10uL) 5mM (EtOH) | 3.75uM ROX blocks Clll Antimycin A
0, inj >480uM (~50uM O,/ul|  >480uM fermer quand >480uM Oxygen
As SuL (25uL) 0.8mM (H,0) 2mM Clv Ascorbate
Tm 5uL (25puL) 0.2M (H,0) 0.5mM (Civ)ers+autOX Clv TMPD
Azd >50uL(50pL) 8M (H,0) >200mM ROX+AutOx inhibe CIV Na Azide
0, inj >[0,]CIVers >(Civ)ers[0a] AutOx Oxygen
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f) Mesures musculaires du pH et de Ia’TH (Etude n°3)

Dans un premier temps, les échantillons de musoie®té pesés avant et aprés avoir
été congelés afin de déterminer le contenu enlesuéchantillons secs et congelés (entre 1.8
et 2.5 mg) ont ensuite été homogénéisés sur gemdapt 2 min dans une solution contenant
10 mM de fluorure de sodium & une dilution de 30 degmuscle sec.mide solution
homogénéisée (Manniogt al, 1993). La mesure de toutes les valeurs de pté aarduite
dans un bain d’'eau a une température de 37°C del’diune microélectrode (MI-415,
Microelectrodes, Bedford, NH) connectée a un pHrengfSA 520, Orion Research,
Cambridge, MA). La titration de chaque échantilk@nfaisait par enregistrement continu des
valeurs entre 1a®3® et la 5™ minute suivant l'insertion de la microélectrodar(atteinte

d’une stabilité), ensuite I'ensemble des valeuag é@oyenné.

g) Mesure de la capacité tampon musculaire (in vit{(&tude
n°3)

Apres cette étape de détermination du pH, I'enserdbk échantillons était ajusté a un
pH de 7.1-7.2 a I'aide d’'une solution d’hydroxyde sbdium (0.02 M), puis ensuite le pH
était amené a une valeur de 6.1-6.2 par ajout pssgrde 2 uL d’acide hydrochlorique (HCI :
10mM). A partir de la courbe de tendance (i.e muliblCl ajoutésvs pH), le nombre de
moles d’'ions H (par gramme de muscle sec) nécessaire pour chiengeirde 7.1 a 6.5 était
interpolé. Cette valeur était ensuite normaliséarg@&nsemble des valeurs de pH pour
donner des micromoles d'Hoar gramme de muscle sec par unité de pH (unial He
muscle sed.pH?), ce qui déterminait ainsi la capacité tampon mlae in vitro (Edgeet
al., 200@; Bishopet al, 2009).
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Tableau 22 : Récapitulatif des différents tests eanesures/analyses effectués lors des 3 études.

- Wingate

- 3x30-sec all-ou(PLA/BIC)

Tests Mesures

Etude n°1 | - 3x500-m all-ou{PLA/BIC) - Sanguine (i-Stat + Biosen)

- Squat-JumgPLA/BIC) - Perception de I'effort (Borg)
Etude n°2 | - Force-Vitesse - Sanguine (i-Stat)

- VO2max - Paramétres cardio-respiratoires

- Temps limite - Paramétres ventilatoires

- 70-sec all-oufPLA/BIC)
Etude n°3 | - Force-Vitesse - Sanguine (Stat Plus+Rapidpoint)

- Perception de I'effort (Borg)

- Biopsies musculaires
> Western Blots
> Oxydation protéique/lipidique
o Citrate synthase

> Respiration mitochondriale

142



Partie IV. RESULTATS DES
RECHERCHES
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Chapitre I. Etude n°1 : « Effets d’'une supplémentation en NaHC®
sur les performances et les paramétres meétaboliquelers de
sprints répétés (3x500-m) et de squat-jumps chezsleyclistes sur
piste de I'équipe de France. »

Cette étude a donné lieu a I'écriture de I'artgliévant :

- Delfour-Peyrethon R, Thomas C., David J. Bishop DJ., Sylvain Dorel kg F.,
Hanon C Effect of metabolic induced-alkalosis on perfonge in world-class track
cyclists En cours de soumission.

A. Méthodologie spécifique

1. Caractéristiques des participants.
6 athletes élites (age: 20.2+1.9 ans, tailleB+7 cm, poids: 79.5+11Ky, record sur 500-m:
28.10+1.40 sec)

2. Synthése de I'ensemble des tests utilisés.

| Tests | Mesures
- 3x500-m all-ou{PLA/BIC) - Sanguine (i-Stat + Biosen)
- Squat-JumgPLA/BIC) - Perception de l'effort (Borg)

3. Analyses statistiques.

La normalité de 'ensemble des données a été tadtamle du test de Shapiro-Wilk et
sont rapportées dans les résultats comme étantnmeyeSD. La significativité a éte fixée a
P<0.05. Une analyse de la variance a deux voiést (&fimps — effet condition) (ANOVA),
avec mesures répétées a été conduite pour les @aeansanguins ainsi que la performance
en cyclisme et en saut. Lorsqu’une différence §icative apparaissait, un test post-hoc de
Tukey a été réalisé.

Les relations entre les variables ont été analyggi® au coefficient de corrélation de
Pearson. Enfin, led de Cohen (moyenne résiduelle/SD), pour les paraséde performance,
ont été calculés afin de catégoriser I'amplitude l'dstimation de l'erreur (>0.8 : effet
important, 0.5-0.8 : effet modéré, <0.5 : effet ima, (Cohen, 1992)).
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B. Résultats.

1. Effets de I'exercice et de l'alcalose induite sas Iparamétres

sanguins.
A la fois un effet condition (P<0.001) et un effemps (P<0.001) ont été identifiés pour

le pH, sans toutefois qu’une interaction ne saititée. En condition PLA, les valeurs de pH
étaient significativement plus faibles qu’en cormmdit BIC (Figure 23. De plus, toutes les
valeurs de pH étaient significativement plus basgee les valeurs enregistrées post-
echauffement, pour les deux conditions (P<0.001).

Une interaction significative (condition x temps) éé trouvée pour la [HCGO
(P<0.05). Les valeurs post-échauffement étaientifgigtivement plus élevées en condition
BIC qu’en PLA €igure 23 PLA : 25.3+2.6vs BIC : 30.6+4.7 mmol.L* ; P<0.05), démontrant
ainsi l'efficacité de la supplémentation en NaHCOe la méme facon, 9 min apres les
sprints la [HCQ] était toujours significativement supérieure eifCRlomparé a la condition
PLA (Figure 23 PLA : 6.520.6vs BIC : 9.1+1.7 mmol.[} ; P<0.01). Toutes les valeurs de
[HCO;3] étaient significativement plus faibles lorsquemgarées avec les valeurs post-
echauffement, pour les deux conditions (P<0.001).

Une interaction significative (condition x tempsg®# observée pour [L#f (P<0.001).
Les valeurs post-test de [Lpétaient significativement supérieures en conditBiC qu’en
PLA (Figure 24 5 mins post-sprint 3 : PLA : 20.0+28 BIC : 24.0+3.6 mmol.L}; P<0.05 ; 9
mins post-sprint 3 : PLA : 18.5+2y& 24.1+3.8 mmol.L}; P<0.01). Enfin, les valeurs de [La

p] augmentaient dans les deux conditions tout ag tnla répétition de sprints (P<0.001).
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Figure 23: Evolution du pH (A) et de la [HCOs] (B) lors du test de 3x500-m all-out (moyennes £, PLA
(o) et BIC (). * démontre une différence entre condition (P<0.05% démontre une différence avec la
mesure au repos (P<0.001) (n=6).
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Figure 24 : Evolution de la [La] lors du test de 3x500-m all-out (moyennes = SHPLA (o) et BIC (o). *
démontre une différence entre condition (P<0.05f démontre une différence avec la mesure au repos
(P<0.001) (n=6).

2. Performances mécaniques

La vitesse moyenne mesurée pendant chacun degsseticelle moyennée pour les
trois sprints n’étaient pas significativement diffidtes entre les deux conditiormat{eau 23
PLA : 16.97+0.18/sBIC : 17.02+0.20 m.s-1 ; P<0.05, ES=0.47). Aloue des participants 1
et 2 n'avaient pas amélioré leurs performancesesusprints de 500 metres en condition BIC
comparé au PLA. Les quatre autres participants ppatuit une vitesse moyenne plus
importante en BIC par rapport au PLA tout au loedalrépétition de sprintSdbleau 23.

Une interaction significative (condition x tempsgté trouvée pour les performances en
squat-jump (SJ) (P<0.05). Comparé avec la condRbA, 'alcalose induite a entrainé une
hauteur de saut significativement plus importamtes Ides SJ post-exercice (Figure XX ;
PLA : 30.4+5.7vs 32.946.5 cm ; P=0.01 ; ES=0.92), ceci correspdriadane amélioration de
+7.2+3.2%. Cet effet positif de la supplémentatiem BIC s’échelonnait entre +5.4 et

+13.4%, avec les plus faibles effets notés poupdescipants 1 et 2.
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Tableau 23 :Présentation des vitesses individuelles (en rif)pendant le test de 3x500-m sprints et des
perfromances en SJ (en cm) pour les conditions PLét BIC, (M: male et F: femalg. * démontre une
différence entre condition (P<0.05) ; # démontre @idifférence avec la mesure au repos (P<0.001) (n=6

First 500-m Second 500-m Third 500-in Post warm-up SJ Post sprints ST
PLA BIC PLA BIC PLA BIC PLA BIC  PLA BIC
Athiete 1 (M) 16.66 16.12 17.16 ~~ 16.98 17.27 ™ 17.05 36.00 ~» 3585 29.80 & 2850
Athiete 2 (M) 16.97 ~» 16.87 1745 ~~  17.44 17.66 ~~ 17.50 27.80 ¥ 28.05 2095 ¥ 2265
Athlete 3 (M) 1683 »  16.96 1731 » 1755 1792 » 17.93 4340 ~a 4185 3545 3705
Athiete 4 (M) 16.82 » 17.02 1735 » 17.67 1753 » 1773 40.10 » 40.60 31.50 » 3735
Athlete 5 (M) 16.56 » 16.82 1693 » 17.08 17.09 » 1725 46.10 ~a 43.35 36.60 »  39.70
Athiete 6 (F) 16.83 » 16.96 15.80 _» 16.01 1541 _» 1548 3350 » 3445 28.10 » 3195

Mean £ SE 16.78+0.1:

n

16.79+0.34 17.00£0.61 17.12£0.61 17.15+0.90 17.16+0.88 37.70+8.54 37.40+5.70 30.40+5.66* 32.90+6.50%*

3. Perception de I'effort

Une interaction significative a été identifiee pdigchelle 1-10 de Boérg (CR10)
(P<0.05). Aucune difféerence significative n’a éé¥élée entre les conditions pour les deux
échelles de BorgF{gure 25 P=0.09 et P=0.87, respectivement). Toutefois,r jes deux
conditions, BIC et PLA, les scores notés apréssfgints 2 et 3 étaient significativement
différents des scores post-sprint 1, pour les d=inelles de perception de I'efforidure 25;
P<0.001). De plus, des corrélations négatives fiigtives ont été trouvées entre I'ensemble
des valeurs de pH et les échelles de Bérg pour legsprints (6-20: r = -0.3h=12,
P<0.05; 1-10 : r = -0.43)=12, P<0.01), et aussi entre les valeurs de [HCO3dséchelles
de Borg (6-20 : r = -0.421=12, P<0.01 ; 1-10 : r = -0.44=12, P<0.01).
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Figure 25 : Résultats des échelles de CR10 (A) et BPE (B) lors du test de 3x500-m, 5-min post spiis 1,
2 et 3 (Post sp. 1, Post sp. 2, Post sp@&démontre une différence avec la mesure post sptirfP<0.001)
(n=6).
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C. Discussion des résultats de I'étude n°1.

L'objectif de cette étude était de tester I'effairte supplémentation en bicarbonate de
sodium sur la performance au cours d’une répétitiersprints chez des athlétes de niveau
international. Bien que ce type particulier de gapon soit connu pour produire de hautes
concentrgtions d’ions H les résultats de cette étude n’ont montré auemm@ioration de la
performance en cyslisme sur piste, néanmoins neossapu observer que 4 des 6 athletes
avaient amélioré leurs performances individuell®s.plus, la chute de performance mesurée
entre les squat-jumps effectués avant et apréssiede 3x500 m, était significativement

réduite en BIC.

Comme il 'a déja été rapporté dans la littératetesans qu’aucuns problémes gastro-
intestinaux ne surviennent, le statut acido-basspreguin a significativement été altéré par
l'ingestion de NaHC@) et celg immeédiatemment avant et durant le testteGtude confirme
aussi que la [La sanguine, en BIC, est significativement plus imi@ote aprés un unique
sprint ou une répétition d’'exercice de haute inténlersque comparée avec une condition
PLA (Gaitanoset al, 1991; Bishopet al, 2004; Lindh et al, 2008; Siegler & Gleadall-
Siddall, 2010). Ceci pourrait corroborer I'effetgitidf du NaHCQ sur I'élimination du lactate
musculaire (Lindingeet al, 1990), due en partie a une augmentation du nomiioe de
I'activité des transporteurs lactate/proton (Bisteipal, 2004; Douroudoset al, 2006).
Toutefois, puisque les performances en cyclism&i®gt pas significativement améliorées
lors de notre étude, les liens potentiels entremamgation de la production de lactate et
amélioration de la performance n’ont pas encorevétiéiés (Gaitanogt al, 1991; Bishopet
al., 2004; Lindh et al, 2008). Ceci signifie ainsi que l'augmentation ldecontribution
énergétique de source anaérobie n’'est pas confioodane étant la cause principale des
effets ergogéniques du NaHg@our tous les participants.

Ce manque d’amélioration générale dans les perforesade cyclisme (avec de longue
période de récupération) entre en contradictiorc dee effets positifs et significatifs de
I'alcalose induite observés pour les performangesaguat-jump. Réalisée aprés le test de
3x500 m, la performance en SJ était prise commenditateur indépendant de la force
explosive des extenseurs du genou et de la hatdregtiagaet al, 2010) Apres des courses

de 200 et 400 m, des baisses de 17% et 27% deutaunade saut mesurée apres exercice
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(comparé a la performance pré-exercice) ont déjaagtportées (Jiménez-Reydsal, 2013),
similairement a la chute de 20% observée dansksepte étude en PLA.

Les différences de résultats entre performanceSJket en cyclsime pourraient étre
expliquées par leurs differences en termes de d#enadnergétique. Les exercices
pliométriqgues de courte durée, tels que les Skraieat étre plus sensibles a I'hydrolyse de
'ATP qu’a la glycolyse et donc étre plus sensitdek cinétique de récupération de la PCr
post-exercice. Il a été montré que la réecupératemstocks de PCr dépend de I'acidose (Lodi
et al, 1997) et cela pourrait expliquer pourquoi I'inges de NaHCQ@ a eu des effets
ergogénes sur des SJ réalisés en alcalose métaholRe plus, la moindre chute de
performance en SJ notée en BIC comparativement acoladition PLA pourrait
potentiellement étre le résultat d’'une éliminatigns rapide des ions 'Hdu compartiment
musculaire et d’'une amélioration de la capacité p@mm Ainsi, on pourrait émettre
I'hnypothése que cet effet positif de la supplémimmaen NaHCQ@serait uniquement valable
pendant une courte durée immédiatement aprés uniexehez des athletes spécifiquement
entrainés, qui présentent déja de hauts niveawaplecité de transport du lactate et des ions
H* (Pilegaardet al, 1994, 199B). Ceci suggérerait que le systéme de transpolaatate et
des protons est important pour la performance déggercices de haute intensité. En effet,
une capacité améliorée de I'élimination désdd muscle réduirait la chute du pH musculaire
pour une production donnée de lactate, ce qui piaiugtarder le développement de la fatigue.

Toutefois, (Zabalaet al, 2011) ont rapporté une amélioration non signifieade la
performance lors de countermovement jumps (CMJ)B&D, comparé a une condition
placebo. Cette différence avec nos résultats powexpliquer par l'utilisation de tests trés
distincts I'un de l'autre. Pour ce travail nous as@référé utiliser le SJ plutdt que le CMJ car
ce test est connu pour étre moins sensibles auikégude coordination et plus précis sur les
mesures des qualités concentriques sur le gend@xdension de la hanche (Harmanal,
1990). Cet aspect rend ainsi le SJ plus spécifaguiactivité de pédalage. De plus, les
difféerences de résultats entre notre étude et cielléZabalaet al, 2011) pourraient aussi
s’expliquer par les difféerences entre populatiohlédes de BMX dans I'étude de Zabafa
al., contre des cyclistes spécialistes du sprint patire étude), ce qui peut influer la masse
ainsi que la typologie musculaire.

Le haut-niveau de pratigue de nos participants ligtgs sur piste de niveau
international) était une condition nécessaire dafirils puissent produire de tres fortes

acidoses métaboliques. La spécificité de notre latipn peut eégalement justifier sa faible
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taille et est la conséquence de nos hypothéséalésit En effet, les 6 athletes de notre étude
étaient les seuls a pouvoir étre recrutés du mEntue du niveau de performance demandé.
Néanmoins, un des résultats importants de cettieést que, pour les cyclistes sur piste de
haut niveau, la réponse a la supplémentation enO@gHest « individu-dépendante ». Dans
cette étude, 4/6 des participants ont amélioré pewformance en sprint (+0.8 & +1.8%) en
condition BIC. Cette amélioration est dans le mé@&mize de grandeur (+1.7£2.0%) que celle
trouvée en cyclisme apres une supplémentation &tCia rapportée par Carr et al. (Catr

al., 2011). Il est important de noter que pour desetdh €élites, une amelioration de 2% de
leur performance peut étre interprété comme mod@iéekinset al, 2009). En effet, une
amélioration de la vitesse de I'ordre de 0.15 2 0rBs* (telle qu'observée individuellement
pour le second sprint de 500 m) peut étre une amaélbn d’importance lors de compétitions,
permettant a un athlete d’influer sur son résdiitet, comme déja mentionné par Lindh et al.
(Lindh et al, 2008).

De maniere intéressante, les deux participantsniunit pas eu d'effet positif de la
supplémentation en NaHGGQur leur performance en cyclisme ont aussi déradatrplus
faible amélioration de performance en SJ. De phadgré des valeurs métaboliques mesurées
apres I'échauffement similaires aux autres pauwicip, les deux mémes athlétes avaient le pH
et la PCQ la plus faible apres I'arrét du premier sprint.s8i) ces deux sujets présentaient
une augmentation de leurs scores au CR10 en comd@tC contrairement aux 4 autres sujets
qui notaient plus faiblement la difficulté des spsi en BIC qu'en PLA. Il n’est pas clair
quant-a la fagcon dont le systeme nerveux centradgie les signaux afférents cardio-
pulmonaires, métaboliques... et comment ceux-ci poemt causer les modifications dans la
perception de la fatigue lors de I'exercice. lit& émis comme hypothése que I'augmentation
de la perception de I'effort lors de I'exercice paitiétre causée par I'accumulation d’ions H
au sein du muscle squelettique (Ament & Verkerlk®)9. Pour supporter cette idée, nous
avons trouvé une corrélation négative entre lagptian de I'effort (échelles de Borg, RPE et
CR10) et le statut acido-basique (pH et [HO)xonfirmant les résultats présentés par Price
et al. lors d’'un protocole d’exercice intermittéorig (Priceet al, 2003).

En conclusion, les résultats de cette étude indigugie, lorsque comparée a la
condition PLA, la supplementation en NaH{®efficacement amélioré la performance en SJ
apres une répétition de sprints réalisée a hatgasité chez des cyclistes sur piste de niveau
international. Ceci peut présenter un intérét pesirathletes et entraineurs de sport collectif,

par exemple dans les activités ou un joueur daitlgoer différents types d’effort tels que des
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sprints a répétition directement suivis par desoast explosives, comme des extensions
verticales (par exemple en basketball, handbdfaball). Il est important de noter qu’avant
d’utiliser du NaHCQ en competition, les entraineurs et scientifiques sgort doivent
impérativement tester les réponses des athletesadere personnalisée comme le démontre
les variations inter-individuelles dans I'amélidoat de la performance en cyclisme dans notre
étude.

Ainsi, ce travail met en évidence la nécessiteudier plus en profondeur les potentiels
effets ergogénes du NaHGQur la performance de méme que les mécanismesapbuv

expliguer ces effets. De plus, il semble importdet chercher a mieux comprendre les
différences entre les participants étant sensiéledaHCQ et ceux ne I'étant pas, ou moins.
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Chapitre 1. Etude n°2: « Etude de la VQ, de parametres
cardio-respiratoires, de parameétres métaboliques etde la
performance d’athlétes entrainés au cours d'un exeice de

pédalage supramaximal : situation d’acidoseersusalcalose. »

Cette étude a donné lieu a I'écriture des artislegants :

Hanon C., Dorel SDelfour-Peyrethon R, Leprétre PM., Bishop DJ., Perrey S and
Thomas CPrevalence of cardio-respiratory factors in thecarrence of the decrease
in oxygen uptake during supra-maximal, constantgrosxercise SpringerPlus 2013,
2:651.

Thomas C. Delfour-Peyrethon R, Bishop DJ, Perrey S., Leprétre PM, Dorel S.,
Hanon C.Effetcs of pre-exercise alkalosis on the decreas&/'®, at the end of
exerciseSoumis a I'European Journal of Applied Physioldggptembre 2014.

Ainsi qu’aux communications orales suivantes:

Hanon C., Dorel SDelfour-Peyrethon R, Perrey S., Bishop D., Leprétre P-M. and
Thomas C Cardio-respiratory origin of the V{decrease observed during a constant
supramaximal cycling exercis@012, Bruges, 17éme congrés annuel de I'European
College of Sport Science.

Leprétre PM., Hanon CDelfour-Peyrethon R, Thomas C., Perrey S., Dorel S.,
Bishop D. Blood alkalosis affected cardio-dynamic and oxyggrtake responses

during all-out supra-maximal cycling exercis#012, Bruges, 17éme congrés annuel
de 'ECSS.

Delfour-Peyrethon R, Hanon C., Dorel S., Perrey S., Bishop D., Lepr&rM.,
Thomas CEffects of alkalosis on performance and musculggeration during all-
out cycling exercise2011, Liverpool, 16eme congrés annuel de 'ECSS.

Perrey S.Delfour-Peyrethon R, Leprétre P.M., Bishop D., Hanon @Blo effect of
induced blood alkalosis on cerebral deoxygenatiomind) supramaximal exercise.
2011, Liverpool, 16éme congres annuel de 'ECSS.
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Dans la continuité de ces travaux, nous avons émandu souhaité appréhender les
mécanismes potentiels sous-jacents a la chute delN&puissance (constante ou variable) et
'acidose métabolique sont deux facteurs qui otéme notre attention, et dont nous avons
voulu tester l'influence sur la chute de ¥Yén étudiant les différentes étapes de la chaine de

transport de I'oxygene.

A. Méthodologie spécifigue: expérimentation A.

1. Caractéristiques des participants.
11 hommes sains (age: 24.9+6.5 ans, taille: 179%5 moids: 75.3+8.2 kg, V& ax
57.9+6.9 mL.mif.kg™)

2. Synthése de I'ensemble des tests utilisés.

Tests Mesures
- Force-Vitesse - Sanguine (i-Stat)
- VO2max - Parameétres ventilatoires
- Temps limite (CVF, VER, VIF, VIF,, VO,

VCO,, PETQ, VE, VC, FR)
- Paramétres cardiaques

(Qs, Qc, FC)

3. Analyse statistique.

Les données sont rapportées ici en moyenne + Shivieau de significativité a été fixé
a P<0.05. Du fait que tous les participants n'cag ptalisés exactement le méme temps lors
du Tim, les données ont été exprimées en fonction du %emes total (tous les 5% de la
durée du ) pour les ANOVA. Les changements pour les varsbéspiratoires lors dujf
ont été évalués par une analyse de la variance &aia (ANOVA), avec mesures répétées a
travers chaque intervalle de 5%, suivies par despeoaisons multiples (Student-Newman-
Keuls), afin de tester I'effet temps sur les vadeabLa corrélation intra-classes (CIC) a été
calculée pour les données spirométriques pré-tess relations entre les variables
(ventilatoires, cardio-dynamique, saturation aglégien Q, parametres meétaboliques et )O
a différents temps du test ainsi que la performdinede du T, ont été analysées en utilisant

le coefficient de corrélation de Pearson.
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B. Résultats.
1. Performance

a) Tests de Force-Vitesse et M

Les valeurs présentées ici ont été obtenues lotegde réalisés indépendamment de
toute supplémentation et ont permis d’individualientensité des tests supramaximaux.
Ainsi la Pnax moyenne et la ¥ mesurées par les tests de Force-Vitesse étaient
respectivement de 1318+191 W et de 121+7 Rpm, &M&A de 350+32 W. La V&hax
mesurée lors du test incrémental était égale a+6R9ImL.min*.kg”, et les valeurs
maximales de Qc, Qs et FC était respectivement Bd+2.5 L.min', 132.2+13.2
mL.battemerit et 188+10 bpmh.

b) Tests de temps limite
La performance moyenne réalisée pour g &tait de 51.4+6.9 sec (ordre de 43 a 65
sec). Lors du test, une puissance moyenne de 64A+&1été maintenue a une fréquence de
pédallage constante de 109+6 rpm, cette puissamoespondait a 185+24% de la PMA et a
49+3.8% de la Rax

2. Parametres métaboliques

a) Effets de I'exercice sur les parametres sanguins
Les résultats mesurés avant et apresijesbnt présentés dansilebleau 24 Un effet temps a
été identifié pour chacun des parametres obseP#&3.({1 Tableau 23. Les valeurs maximales
de [Ld], de la Sa@et de la pression artérielle,@insi que les valeurs minimales du pH et de
la [HCOs] ont été mesurées 5 min apres l'arrét de I'exercic

Tableau 24 : Présentation des valeurs des paraméfreanguins mesurés lors du Tlim (moyenneSD). *
démontre une différence avec la valeur précédeie@.05) (n=11).

Repos Post-exercice +5 min +8 min
SaQ (%) 952+1.5 925+2.7* 959+1.0* 95.7 21.
[La] (mmol.L™) 38+1.1 9.4+3.3* 15.9+1.7 * 14.9+1.9*
pH 7.39 £0.02 7.30£0.06 * 7.21£0.04* 7.24 80*
[HCO3] (mmol.L'Y) 23.7+1.1 20.7 +2.5* 12.3+1.8* 124 +1.8
paQ (MmHgQ) 78.9+9.2 76.2+155* 99.0 + 8.5 * 9%94.0
paCQ (mmHg) 38.8+1.6 42.0+3.1* 30.7+29* 28.28*
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b) Effets de I'exercice sur les paramétres cardio-negpires

+» Réponses ventilatoires

La VOypic atteinte lors du Tlim était égale a 55.0+7.3 minfkg™® ce qui représentait

95.0+£7.6% de la Véhax LaFigure 26représente la cinétique de Yé&xprimée en fonction du
temps pour I'ensemble des participants. Pendarflife, la VO, @, en moyenne, était
atteinte apres 43.31+5.3 sec d’exercice, ce quiespondait a 80% du temps total du test. A
partir de 80% du temps total du test jusqu’a I'adé celui-ci, la moyenne de \{@our le
groupe, a significativement chuté de 5.4+4.7% ppport a la V@ (P<0.05).

Chez 6 des 11 athletes, la chute de,¥@it supérieur a 5%, correspondant a une chute

de 9.1+2.4% par rapport a la valeur pic. Chez lastfes sujets, la chute était comprise entre

0 et 3.5%, soit 0.9+2.0% de la valeur pic.
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Figure 26 : Cinétique moyenne de la V@Iors du T;,, chez les « chuteurs 0 et « non-chuteurs » )
(MoyennexSD).* Démontre une chute de VOpar rapport a VQp; (P<0.05) (n=11).
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Pendant le i, en considérant les valeurs pics (2.6+0.5 L) maléis (2.4+0.4 L), une
chute globale du VC égale a 5.945.6% a été idéntifP<0.05), sans chute en paralléle de la
FR et de la VE. Cette chute de VC a été observée tlparticipantsF{gure 23, alors qu’'une
chute de VC et de VE (non représentée) a uniquegténtotée, respectivement, chez 1 et 3
participants. La diminution du VC était égale a+B.9% chez les sujets présentant une chute
de VG, et une diminution de 3.5+3.8% chez les sujetsgmtasmt une chute de \dinférieure

a 5%. La différence entre ces deux groupes étaitfgiative (P<0.05).

Les données fonctionnelles pulmonaires sont préssrdans |&ableau 25 L'ICC pour
les pré-tests de CVF était de 0.95 (intervalle defiance : 0.88-0.98). Le pic moyen de
PETQ était de 122.2+4.8 mmHg. La différence entre lgsts présentant une chute de vO
inférieure ou supérieure a 5% était significatiPe@.05) pour les valeurs de repos de VEF
La comparaison entre les données pré et pgstTrévélé une chute significative de CVF et
de VIF.

Tableau 25 : Présentation des valeurs spirométrigeemesurées au repos et 3 min apres I'exercice
(moyenne + SD)* démontre une différence avec la valeur de rep8s0.05) (n=11).

Repos Post-exercice Post-exercice
(% de la valeur de repos)

CVF 5.2+0.8 5.0+0.8* 96.4+£6.0
VEF1 44 +0.6 42 +0.7 95.5+7.0
VIF 5.6+0.7 54+09* 96.6 +4.7
VIF1 5.3+0.6 47+1.3 90.7+21.0
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<+ Réponses cardiaques

Les valeurs de FC ont atteint un état stable detllB¥battements par minute (bpm)
(98.415.0% de la FC max enregistré lors du testV@max ). Les plus grandes valeurs
moyennes de Qc (25.0+5.6 L.rifinet de Qs (140.3+33.0 mL) mesurées lors gy Métait
pas significativement différentes des valeurs nm@sitors du test de iy Chez 6 sujets
sur 11, une chute du Qs de plus de 5% a été obGayue 27.

Si nous comparons entre eux les participants agardét la fois une chute du Qs ainsi
gu’'une une chute de VWOpuis ceux n'ayant pas eu de chute de, 60 s’apercoit que les
« chuteurs » présentent une chute de Qs égale7alP73% alors que les « non-chuteurs »
présentent seulement une chute de 3.8+8.4%. Larelf€e entre ces deux groupes est
significative (P<0.05).
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Figure 27 : Amplitude des changements pour les pamétres de VG, VC et Qs lors du Tlim.A,B,C...K
représentent les 11 sujets classés de la plus failte plus faible chute de VO2 (droite vers gauchiegs
valeurs des différents paramétres sont expriméegaetion de la valeur pic mesurée lors dy,
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3. Relations entre la chute de YOles réponses métaboliques,

respiratoires et cardiaques.

L’amplitude de la chute de \WOeétait corrélée avec les valeurs pic de PETO= 0.80,
P<0.05), et la corrélation avec la chute de VC @aphait de la significativité (r = 0.57,
P=0.06). De plus, 'amplitude de la chute de \M@ait aussi corrélée avec VEF = 0.72,
P<0.05 mesuré au repos. Les corrélations entrédladiune part et VC, Qs, PEL@t VER
de l'autre étaient de 0.52 (P>0.05), 0.70, 0.7®.&ll (P<0.05), respectivement. Comme
présenteé sur lgigure 31 5 des 6 sujets montrant une chute de W@sentaient aussi une chute
de Qs (exprimée en pourcentage de la valeur pi6}9® mL.batttemefl), mais toutefois la
relation inverse n'a pas été vérifiée chez un spjésentant une chute de Qs sans aucune
diminution concomitante de la \A@n fin d’exercice. Néanmoins, la relation globa&etre le
Qs et la chute de V(etait significative (r = 0.75, P<0.01). Des coat@&@ns significative ont
aussi été identifiées entre la chute de Qs etfaisales valeurs pic de PETQr = -0.65,
P<0.05) et les valeurs de repos de YEF= 0.73, P<0.01), comme montré dangitare 28
Aucune relations significatives (P>0.05) n'ont étéuvées entre la chute de Y@t les
données sanguines ([lL.& = -0.45), pH (r = 0.10), Sadr = 0.14) et [HCQ] (r = 0.24).

257

0] (R=0.73, P <0.01)
15 [
107
5]
0 sz
5 S .
-10 7]
=15
-20
-25

-30 - T T T T T I |'..‘° T 1
325 35 375 4 425 45 475 5 525 55

VEF;

Chanaemen du Qs (% valeur pic)

Figure 28 : Relation entre I'amplitude de la chutedu débit cardiaque (Qs) et le volume expiratoire ficé
en 1 sec (VER). VEF; est exprimé en L, Qs en % de changement par rappda valeur pic. Les lignes en
pointillées indiquent l'intervalle de confiance d@5% (n=11).
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C. Discussion des résultats de I'expérimentation A.

Une diminution moyenne significative de la Y@ été observée dans les 20 derniers
pourcent du total de la durée de I'exercice. L'atnde de cette diminution était supérieure a
5% par rapport a la valeur pic de ¥Y€hez 6 des 11 sujets, avec 5 de ces 6 sujetanfadse
aussi une diminution du Qc. Les corrélations indignt que I'amplitude de la chute de O
était liée avec celle du Qs, et que ces deux pdramétaient négativement liés avec les
parameétres ventilatoires tels que le pic de pE@registré a la fin de I'exercice, VC et le
volume d’expiration forcé mesuré au repos en ugerste. Les fortes interrelations entre les
réponses cardiaques et respiratoires suggerertegugeux parametres contribuent a la chute
de VGO lors d’'un exercice de cyclisme supra-maximal. Enfine diminution significative a
été observée post-exercice, pour les volumes ctsumaspiratoires et expiratoires suggérant

gu’il y avait aussi une fatigue des muscles respines.

1. Picde VQ,

Cette expérimentation montre que lors d’un testyddisme realisé a 185% de la PMA,
les cyclistes trés entrainés sont capable d’atteif8% de leur V@nax €n moins de 50 sec.
Ceci est similaire a la valeur de 94% obtenue peindae course de 400 m (Hanenhal,
2010). Comme mis en évidence par (Gastin, 20025 86 la VOnax peut étre atteinte par les
athlétes apres 30 a 60 sec d’exercice intenseefasit ces dernieres études ont toutes utilisé
des tests de cyclisme de courte durée et initiéupalépart a puissance maximale (test de
Wingate ou test en all-out). Dans notre premiértigod’étude, la puissance développée était
constante, mais suffisamment élevée (185% PMA) jpuduire une fatigue compléte aprés
moins de 60 sec. Toutefois, notre protocole peaitede solliciter un fort pourcentage de la
VO2max lors d’'un exercice intense a puissance constdrege des cyclistes trsé entrainés en

sprint.

2. Chute de VQ.

Une chute modérée de la Y@tait observée lors des 20 derniers pourcenta deree
totale du test de cyclisme supra-maximal. L'ampléude cette chute de V@0 a 12%)
différaient de résultats récents obtenus lors @@ m de course d’'une durée similaire (50
sec), dans lequel une chute systématique et plpertante de la V@ (15%) était observée

dans les 100 derniers meétres (Haneh al, 2010). A noter, et contrairement a
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I'expérimentation présentée ici, ce dernier 100ercdurse était réalisé avec une forte baisse
de la vitesse. Néanmoins, une chute de Weut apparaitre lors d’exercices réalisés a un
rythme constant pour un sous-ensemble de sujeigesant qu'au moins une partie de cette
chute est indépendante d’'une chute de vitesse quidsance (Nummela & Rusko, 1995;
Perreyet al, 2002). Il est important de noter que la chut&/@g survient alors que la VQax

n'a pas encore était atteinte.

Chaque étape dans le transport de,ld@®puis l'air inspiré jusqu’au transport au niveau
des cellules musculaires, pourrait influer sur lapdnibilité en @, spécialement lors
d’exercices maximaux solicitant de grandes massescuataires. Bien que I'hyperventilation
produise une augmentation de la tension alvéokxirel} pour surpasser la limitation de
diffusion due aux poumons (Dempsey, 2006), cecirfadiuaussi avoir des conséquences
négatives telles qu’un colt énergétique importang fatigue des muscles respiratoires, ou
I'atteinte de la réserve respiratoire. Chacun defaeteurs pourraient avoir influé la Y@®@rs
des derniers instants de notre protocole de test.

3. Données métaboliques et chute de,VO

L’absence de relations entre 'amplitude de la ehde VQ et les modifications
sanguines mesurées post-test n'est pas en adéguatilec des résultats obtenus
précédemments. Dans ces travaux, une chute respei23 et de 12% de la vitesse était
observée dans le dernier 100 m d’'une course demi@Banonet al, 2010) et de 800 m
(Hanon & Thomas, 2011). La [Ja[HCO3] et les valeurs de pH était respectivement de 22.0
mmol.L%, <5 mmol.L* et 7.00 aprés le 400 m, alors que ces valeursnétdé 15.9 mmol.L,
>12 mmol.L* et 7.21 dans notre étude présentait ici, indiquarg moindre altération du
statut acido-basique. Ainsi, dans ce contexte, nmmus/ons émettre I'hypothése que les
tampons sanguins n’étaient pas complétement déptétéui a permis a I'organisme de se
prémunir d’'une acidose extréme, contrairement aststall-out de course (Hanat al,
2010), d’'aviron (Nielsen, 1999) ou de cyslisme (Biget al, 2007). Dans notre étude, les
valeurs de saturation artérielle en €nregistrées post-exercice (92.5+2.7%) sont arliel
de la définition de I'hypoxie artérielle induite rpkexercice (inférieure ou égale a 92%).
L’amplitude de la chute de \W3d5.4%) semble aller dans le méme sens que I'hgsetlselon
laquelle la VQ diminue de 2% pour chaque diminution de 1% ded@,% partir de 95%
(Harms et al, 2000). Néanmoins, aucune corrélation signifieativa été identifiée entre

I'amplitude la chute de Vet la pression artérielle ernp,da SaQ et les valeurs de pH. La
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courte durée de ce test supra-maximal, le typeeddéoe (puissance constanteall-out) ainsi
gue la nature du test (cyclisme course) pourraient expliquer les plus faibles wae
d’hypoxies artérielles induites par I'exercice carges a celles habituellement observées
chez des coureurs entrainés (Millet, 2009). Cadteds métaboliques généraux suggeérent que
si la réserve en bicarbonate est suffisante paonirér les excés d’'ions Hla saturation en

O, pourrait ne pas étre affectée de maniére maxipaiaine éventuelle chute de la pression
artérielle en @(Nielsen, 2003) et pourrait ne pas représenteicanse majeure de la chute de
VO..

4. Colt respiratoire et fatigue des muscles respnegoi

Lors d’'un exercice de 10 min a 95% de laM& (Perreyet al, 2002) observaient une
chute significative de la VE (du fait d’'une chute C) chez des sujets présentant une chute
de VO a la fin de I'exercice. Lors de notre test supmimal, la VE et la FR ont augmenté
jusqu’a la fin de 'exercice, excepté pour dewewigui montraient une chute paralléle de la
VE et de la VQ. Toutefois, la chute significative du VC (5%), ebge chez 8 des
participants a la fin du test, tendait & étre dég@avec la chute de \id@r = 0.57, P=0.06,
n=11). De plus les tests de capacité fonctionnégimontraient une chute de la capacité
inspiratoire forcée apres lgJ. Ce résultat est en adéquation avec ceux enregiskrez des
rameurs entrainés (Volianitet al, 2001), des cyclistes (Romet al, 2006) et des nageurs
(Lomax & McConnell, 2003) qui présentaient une diation de la force des muscles
repiratoires immeédiatemment aprés un exercice. plande de la chute dans notre étude
(10%) était inférieure a celle post- 300 et 400 mmatation (15%), mais cette mesure était
réalisée 20 sec apres la fin du test. A partir 'dbskrvations selon laquelle I'activation
volontaire récupere entierement aprés 3 min depéFation (Bigland-Ritchiest al, 1986),
nous avons choisi de collecter les données demspir@ trois minutes apres l'arrét du test
afin d’exclure I'hypothése d’'un échec de I'actigaticentrale. Nos données démontrant une
chute du VIF vont dans le méme sens que les oligmrgdaites d’'une fatigue du diaphragme
par (Johnsoret al, 1993), qui estimaient que la réserve ventilatpreche de sa valeur
maximale ne pouvait étre maintenue plus de 15 $e80Ainsi, nos données confirment le fait
que la réponse des muscles respiratoires est pevbait affectée pendant un test supra-

maximal a puissance constante.
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5. Réponses cardio-respiratoires et chute de.VO

Tous les sujets qui présentaient une chute de lapvésentaient aussi une chute du Qs
pendant I'exercice, et une corrélation était ob&ermntre les données finales de Qs et la chute
de VQ.. Le résultat, montrant une chute du Qc avant quEG maximale ne soit atteinte,
confirme les données présentées par (Gonzalez-dl&n€albet, 2003) et indique que le
rendement cardiaque maximal était atteint en-desstmula FC max. La chute du Qs a
clairement causé la diminution du Qc, bien que neschanismes sous-jacents restent
obscures. La corrélation positive entre la chute/@g et le VER pourrait indiquer que la
pressions expiratoire intra-thoracique pourraitiaen un effet négatif sur les réponses de
VO,. Du fait que le cceur et les poumons partagentaireecommune, I'inflation progressive
des poumons pourrait augmenter la compétition mmauper I'espace intra-thoracique et
inhiber le remplissage cardiaque par une modificatie la compliance du cceur (Pettral,
1989). La charge expiratoire conduit a une rédactia Qc liée a une augmentation de la
pression expiratoire abdominale et intra-thoraci(fptark-Leyvaet al, 2004). (Hortopet al,
1988) ont demontré auparavant, chez des patidpiatatde mucoviscidose, une forte relation
entre les variations du Qs a I'exercice et le YEPhez nos sujets entrainés, la chute de Qs
était significativement corrélée avec la PET@ le VER, ce qui pourrait corroborer la
relation rapportée entre le Qs et les changemenfgabsion intra-thoracique a la suite d’'une
inflation volontaire des poumons (Stark-Leyataal, 2004), ainsi que les résultats d’'un récent
expose soulignant les mécanismes respiratoirealiguent le transport de IqJAmannet al,
2011). Chez ces sujets présentant de fortes capaipiratoires, nous pourrions suggérer
gu’en position allongée de pédalage, la pressiopir&wire intra-thoracique est plus
importante, augmentant ainsi la surcharge ventimilet réduisant le taux de remplissage
ventriculaire lors de la diastole (Stark-Leywial, 2004; Milleret al, 2007). Ceci pourrait

étre délétere pour le maintien du Qs (Amann, 20dt2Jonc de la V@

6. Conclusions.

En conclusion, nous avons démontré que la chu¥Qdeapparait a la fin d’un exercice
supra-maximal a puissance constante de pédalage &fh& des participants. Le résultat
principal est que ce phénomeéne était lié aux chématiques respiratoires ainsi qu'aux
réponses cardiaques. La relation entre le Qs etute de VQ confirme, pour les exercices
supra-maximaux, les précédentes observations msuexkrcices plus longs et moins intenses
de cyclisme (Gonzalez-Alonso & Calbet, 2003; Mostmet al, 2008). De plus, I'influence
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du systéme respiratoire sur la ¥Y@esurée durant I'exercice chez les participardésgmtant a

la fois un important VEF de repos et un grand @cRETQ, est un résultat nouveau qui
confirme que le systeme pulmonaire est un détemhiphysiologique clé précédent I'arrét
d'un exercice supra-maximal. Les données préseni€esuggérent que la réponse
ventilatoires, dans le cas d’exercice courts eernisés, pourrait étre a l'origine de la
diminution du Qs et de la \\(en position de pédalage assis. La relation eag@arametres
respiratoires, cardiaques et la chute de @ d’une acidose métabolique aigue doit encore
étre testée, car différents mécanismes peuventirépkqués dans cette chute de ¥én

fonction du niveau d’acidose.
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D. Méthodologie spécifigue: expérimentation B.

1. Caractéristiques des participants.
8 hommes sains (age: 21.7£0.9 ans, taille: 17912 mords: 73.4+2.7 kg, V&hax
59.5+5.5 mL.mifl.kg™)

2. Synthése de I'ensemble des tests utilisés.

Tests Mesures
- Force-Vitesse - Sanguine (i-Stat)
- VO2max - Parameétres ventilatoires
- 70-sec all-oufPLA/BIC) (VO,, VCO,, PETQ, R1CO, VE,
VC, FR)
- Paramétres cardiaques (FC)

3. Analyses statistiques.

L’ensemble des données sont présentées en moyeBEBe l4e niveau de significativité
a eété fixé a P<0.05. Les différences entre PLA I€ 8nt été identifiées a I'aide d'un test
apparié ou d'un test de Wilcoxon selon la normalitée analyse de la variance a deux voies
(effet temps — effet condition) (ANOVA), avec messirépétees, a été utilisée pour comparer
les données ventilatoires, sanguines et de perfaread.orsque nécessaire, des comparaisons
post-hoc ont été utilisées (Student-Newman-Keuss).tdes relations possibles entre les
variables ont été analysées en utilisant le caefficde corrélation de Pearson. Toutes les

analyses ont été conduites a I'aide du logiciehtigtat.
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E. Résultats.

1. Exercice incrémental.

La VO,max mesurée lors du test incrémental était égale 3+5% mL.mint.kg™ et la
puissance maximale aérobie correspondait a 37B0A0 Les valeurs maximales de VE, FR
et VC étaient respectivement de 167.0+7.0 L5iB66.1+1.6 cycles.mih et 3.0+0.1 L. Les

valeurs moyennées de la kfétaient de 1904 bpm.

2. Réponses métaboliques sanguines.
A la fois un effet condition (P<0.001) et un effemps (P<0.001) ont été identifiés pour

le pH, sans toutefois qu’une interaction ne saitivee. En condition PLA, les valeurs de pH
étaient significativement plus faibles qu’en commdit BIC (Figure 29. De plus, toutes les
valeurs de pH étaient significativement plus baspss les valeurs enregistrées au repos,
apres la fin de la supplémentation, ainsi que setlesurées post-échauffement, pour les deux
conditions (P<0.001).

7.6 1 —e—BIC --0--PLA

7.5 -

Rest Post-WU Post-ex +5' +8'

Figure 29 : Evolution du pH lors du test supramaxinal de 70 sec (moyennes = SE), PLA) et BIC (o). *
démontre une différence entre condition (P<0.05f démontre une différence avec la mesure au repos
(P<0.001) (n=8).

Une interaction significative (condition x temps) ée trouvée pour la [HCGOD
(P<0.001). Les valeurs post-ingestion et post-étbanent étaient significativement plus
élevées en condition BIC lorsque comparées avecolaition PLA €igure 30; post-
ingestion : PLA: 27.1+1.9/s BIC : 33+2.7 mmol.[*; P<0.001 ; post-échauffement : PLA:
23.8+2.1 vs BIC: 30.2+3.7 mmol.l'; P<0.001), démontrant ainsi l'efficacit¢ de la

supplémentation en NaHGCODe la méme facon, lors du dernier préléevemermtcafe apres
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I'exercice la [HCQ] était toujours significativement supérieure enCBtomparé a la
condition PLA igure 30; PLA : 9.6+1.7vs BIC : 11.9+2.2 mmol.' ; P<0.05). Toutes les
valeurs de [HC@)] étaient significativement plus faibles lorsquengarées avec les valeurs
obtenus 1 h apres la fin de la supplémentationo@ept post-échauffement, pour les deux
conditions (P<0.001).

--0--PLA —@—BIC

w
o
1

N
(%3]
1

Blood [HCO,] (mmol.L?)
& S

=
o
1

Rest Post-WU Post-ex +5' +8'

Figure 30 : Evolution de la [HCO;s] lors du test supramaximal de 70 sec (moyennes £5 PLA (o) et BIC
(®). * démontre une différence entre condition (P<0.05% démontre une différence avec la mesure au repos
(P<0.001) (n=8).
Concernant la [L& seul un effet temps a été mis en évidence paal@e statistique
(Figure 31; P<0.01).

25 +
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I I

Blood [La’] (mmol.L?)
o

(93]
1
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Rest Post-WU Post-ex +5' +8'

Figure 31 : Evolution de la [La] lors du test supramaximal de 70 sec (moyennes £5 PLA (o) et BIC (e).
# démontre une différence avec la mesure au ref@sQ.01) (n=8).
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3. Sprint de 70 sec all-out

La puissance moyenne réalisée par les particigantours du test supramaximal BIC
de 70 secétait significativement supérieure a amlésurée en PLA (PLA : 584.3t16\8
BIC : 605.6£16.4 W ; P<0.01Tableau 2§. Alors qu'aucune différence significative de
puissance développée n'apparait pour les 20 premigsecondes ni pour les 5 dernieres
(P>0.05,Figure 33, la différence de puissance se situe au niveaud8esec intermeédiaires
(PLA : 494.8+18.0vs BIC : 522.6£20.8 W; P<0.0Irableau 2§. De plus, les IF pour chacune
des conditions ne sont pas significativement dffiés (PLA: 56.5+2.7 %vs BIC:
55.0+4.1%).

De plus, la chute de V{»bservée lors du test n’était pas liée a la bailsspuissance

lors des 50 dernieres secondes, pour les deux taogli(P>0.05). De la méme facon, la
différence de puissance entre PLA et BIC n’étai [ide a la différence de chute de /O
mesurée selon les conditions.

L’intensité du test supramaximal de chaque sug€andividualiée grace a la.R et la
Vopt mesuréees par les tests de Force-Vitesse, qunétaigpectivement de 1296.75+161.99 W
et de 120.5+6.97 Rpm, et la PMA de 350+30.74 W.

900 4 NS
800 -
S 700 A
© 600 -
[
Q500 -
2
g 400 1 | _ : :
S 300 A PMA
A
5 200 -
a
100 A
0 4

k%

Q O O O O a® O O D D O H O
N N 9 97 % 9% D ) O O’ o ©
APPSR éo:\

Temps (S)
Figure 32 : Cinétique de la puissance développéeadadu test de 70 sec en PLAD] et en BIC (). PAM :

Puissancez Maximale Aérobie, ** démontre une diféérce entre conditions (P<0.01), NS : Non signifidat
(P>0.05) (n=8).
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4. Réponses ventilatoires.

Comme présenté sur fgure 33 la consommation d’©a augmenté jusqu’a atteindre un
état stable correspondant & 95.2+3.6% (PLA) et8B2% (BIC) de la V@nax avec aucune
différence significative entre les conditions (FOH). A la fin du test de 70 sec, la Y@
significativement diminuée de 13.0+2.9% en PLA (P40 et de 6.6+2.1% en BIC (P<0.05)
(Tableau 2%. Bien qu'une tendance ait été identifiée quaritedfet de I'alcalose sur
'amplitude de la chute de \VWentre les conditions, cette effet n'apparait pamroe étant
significatif (P>0.05). Il est toutefois importane choter que pour 6 des 8 participants,
I'alcalose induite pré-exercice a significativemegtuit I'amplitude de la chute de YO
(PLA : 14.7£3.6% vs BIC : 3.6£0.9, P<0.05)

45 .
e & ¢ 4 3 ¢
¢ ¢ ¢
4.0 A pe o o
3.5 1 I ? 2 2 ? ?
HHt
30 ?
.52.5 - ;
20 1 ?
g1 5 - ¢
. s ©
10 © Q OPLA
@ BIC
0.5 -
0.0 . . . ' ' . .
0 10 20 30 40 50 60 70
Temps (s)

Figure 33 : Cinétiques des consummations d’oxygémeesurées lors du test supra-maximal de 70 sec

(Moyenne * SE), réalisé aprés supplémentation engadebo (PLA :0) ou en bicarbonate de sodium (BIC :

e). * démontre une différence entre conditions (P<0.0%)et ## démontre une différence avec la valeur
précédente (P<0.05 et P<0.01, respectivement) (n=8)

De plus, la VQ de fin d’exercice était significativement pluskia en PLA comparé a
BIC chez tous les participants (P<0.0Bigure 33. Cette VQ finale était aussi
significativement plus faible que la @ en PLA (P<0.05) mais pas en BIC (P>0.05).
Enfin, la consommation cumulée d’oxygéene lors dst tétait significativement plus
importante en BIC qu’en PLA (P<0.05).
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Comme présenté dansTebleau 26la VCO, a significativement diminuée dans les deux
conditions (P<0.05), mais la VGic ainsi que la VC®finale étaient significativement
supérieure en BIC comparé a PLA. De plus, une cBigerificative de VE a aussi été
observée a la fin du test de 70 sec dans les dmdktons (PLA : 9.9+2.4%, P<0.01 ; BIC :
4.31£2.0%, P<0.05), pour I'ensemble des participdraschute de V@était significativement
moins prononcée en BIC qu’en PLA (P<0.05). La cligté/E était significativement liée a la
chute de VQ chez les 8 participants (r = 0.61, P<0.01), ains chez les 6 participants qui
présentaient une différence d’amplitude de chutev@® entre les conditions (r = 0.72,
P<0.01,). Les changements observés dans la chutéQdeentre les conditions étaient
fortement corrélés avec les changements de chutéed@g = 0.96, P<0.001, n = 8). Enfin,
lors des 20 derniéres secondes du test, la REEI&t significativement réduite en BIC
(P<0.01) alors que lagRCO, était significativement supérieure en BIC comparda
condition PLA (P < 0.001).

Tableau 26 : Synthése des parameétres physiologiaumesurés lors du test de 70 sec, en condition place
(PLA) et bicarbonate de sodium (BIC).* démontre une différence entre conditions (P<0.05)
$ démontre une différence avec la valeur pic (P<®).0n=8).

PLA BIC
Puissance des 20 premiéres secondes (W) 817.0+ 32. 847.8 £41.7
Puissance des 45 secondes intermédiaires (W) 4988 522.6 + 20.8*
Puissance totale (W) 584.3 +16.8 605.6 £ 16.4*
Puissance des 5 derniéres seco(Mgs 351.5+17.9 372.9+24.1
IF (%) 56.5+2.7 % 55.0 + 4.1%
CCO (L.mir") 420.6 + 20.9 494.8 + 25.8*
VO, pic (L.min%) 4.21+0.21 4.46 £0.18
VO, finale(L.min) 3.66+0.2% 4.14 +0.1%
Différenceunre valeurs pic et finale de v(%0) 13.0+29 6.6+2.1
VCO; pic (L.mir™") 56+0.1 6.5 +0.2*
VCO; finale (L.min%) 54+0.f 6.1+ 0.8
Diﬁerenceentre valeurs pic et finale VCO2 (%) 51+15 5.1+1.6
VE pic (L.mir") 180.9 + 8.0 186.9+ 7.9
VE finale (L.mir") 163.3+9.4 179.1 +8.8
Différencesntre valeurs pic et finale VE (%0) 99+24 4.3 +2.0*
PETO 119.7+1.3 1181 +1.1*
PETCQ 38.6+1.3 41.3+1.1*
SaQ, t = 0s (%) 97.0+0.4 96.1+£0.3
SaQ, t = 70s (%) 97.4+£0.3 97.4+£0.3
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F. Discussion des résultats de I'expérimentation B.

Dans cette seconde expérimentation, tous les jpanics présentaient une diminution
de la VQ a la fin de I'exercice supra-maximal de 70 seasda condition PLA. Le nouveau
résultat mis en évidence est qu’augmenter le pHjsanavant et pendant le test via une
supplémentation en NaHG@ significativement réduit la chute de ¥€hez 6 des 8 athletes
entrainés. La chute de Y@bservée dans les deux conditions était liée adlaude de la
chute de VE, et la différence de chute de,\édtre PLA et BIC était positivement corrélée
avec la différence de chute de VE. La chute de N€&tait pas associée avec les changements

de puissance dans les deux conditions.

1. Chute de VQet acidose

Nous avons pu noter une chute de 13% de la & @ fin du test supra-maximal de 70
sec chez les 8 participants dans la condition RieAqui confirme de précédents résultats a la
fin d’exercices épuisants de course (Peetwl, 2002; Thomagt al, 200%; Hanonet al,
2010) et de cyclisme (Astrand & Saltin, 1961; Mogenet al, 2008). Afin de tester
I'hypothése selon laquelle I'alcalose induite paitrréduire 'amplitude de ce phénomeéne,
nous avons utilisé une supplémentation égale &&@" de NaHCQ dans notre protocole
expérimental. Comme nous nous Yy attendions, cefpplémentation a significativement
altéré le pH sanguin, la [HGQavant le départ du test supramaximal (Hollidgeudoet al,
2000; Bishopet al, 2004), comparée a la condition PLA. L'effet de I'alcadoinduite pre-
exercice sur 6 des participants était en adéquatiea notre hypothése, puisque la chute de
VO, était significativement modifiée, passant de 13.8% en PLA a 3.6x0.9 en BIC
(P<0.05). De plus, la CCO et la Y@nale étaient significativement plus grandes ¢@ Bhez
tous les sujets comparativement a la condition PRA0.05). Ce dernier résultat va dans le
méme sens que la relation observée entre lafif@le a la fin d’'une course de 400 m et le
statut acido-basique mesuré aux 300 m de la cédesgonet al, 2010). Ceci suggere que les
valeurs supérieures de pH sanguin dues soit a loadose induite, soit a une meilleure
utilisation des ressources énergétiques aérobiaafHat al, 2010) pourrait influer la
cinétigue de V@a la fin d’'un test supra-maximal réalisé jusqiéplisement.
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2. Chute de la VQet chute de la VE
Nos résultats indiquaient clairement que la chat&/ @, était liée a la chute de VE a la

fin de I'exercice supra-maximal de 70 sec (r = 0®80.001, n=8), et que la supplémentation
pré-exercice en NaHCCétait associée avec une plus grande VE finalenetplus faible
chute de la VE a la fin du test. Il est importaatrbter, que I'alcalose induite n'avait pas eu
d’effet significatif sur le pic de VE pendant lestede 70 sec (PLA: 180.9+8.0 versus BIC:
186.9+7.9 L.mift, P>0.05). Ceci est en accord avec les résulta@igésenet al, 2002),
suggérant que le pic de la réponse ventilatoira axercice de pédalage maximal n’était pas
atténué par un excés de'[HL’ensemble de ces résultats pourraient étreigu@lpar une
réduction de I'espace mort s’accompagnant d’'un gearent de la pression partielle artérielle
en Q, lors d’une alcalose induite ((Nielsehal, 2002). En effet, la PETOqui est un reflet
direct de la tension en oxygéne alvéolaire, étgitiscativement plus faible dans la condition
BIC dans I'expérimentation présentée ici, et patudanc expliquer la plus faible amplitude
de la chute de VPa la suite de la supplémentation en NaHCDe plus, la différence
significative de la PET®a la fin du test supra-maximal entre les cond#jagst en faveur
d’une facilitation du tamponnage des protons palcélose métabolique et d’une stimulation
des chémorécepteurs pour contrer la chute de V&.pg@at probablement expliquer aussi les
valeurs de VC@ significativement supérieures a la fin du test7@esec en condition BIC
(Peronnet & Aguilaniu, 2006) et confirmer ainsin®dele mathématique de (Duffin, 2005)
qui proposait un changement du seuil d’activatienl’drc chémoréflexe pour la PG@n

condition d’alcalose.

3. Chute de la VQet acidose intracellulaire.

La chute de V@ que nous avons observée pourrait aussi étre ligehébition de la
phosphorylation oxydative induite par I'acidose sld&s muscles en activité (Jubrigtsal,
2003). En effet, il a été rapporté que l'acidosesculaire pourrait diminuer I'efficacité du
signal activant la phosphorylation oxydative (OXP&JForbeset al, 2005), et qu'un pH
musculaire de 6.6 produisait un moindre flux oxifdabmparé a un pH de 7.0, a des
concentrations sous-maximales d’ADP (Waéthal, 2002). Bien que nous ne l'ayions pas
testé ici, ces altérations cellulaires induites pacidose pourraient aussi contribuer a
expliquer la plus forte chute de Y@ la fin de I'exercice en condition PLA lorsques le
valeurs de pH sanguin étaient autour de 7.10, coérgoda condition BIC ou les valeurs de

pH post-test était d’environ 7.25. Une réduction ke chute du pH musculaire a
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précédemment été montrée suite a I'ingestion de@@&HStephent al, 2002), et, comme
il a été rapporté que l'acidose affecte OXPHOS l§Eset al, 2005), ceci pourrait aider a
expliquer pourquoi les participants ont une pluende VQ finale dans la condition BIC. De
plus, il a été montré que l'alcalose induite préreice pouvait induire des signaux
gllycolytiques et oxydatifs plus importants au seia muscle comparé a une condition
placebo (Hollidge-Horvagét al, 2000; Bishopet al, 2004). Ce dernier point pourrait aussi
expliquer la CCO significativement supérieure aiqpse la chute de VL Omoins prononcée

lors de I'alcalose induite.

4. Chute de VQ et performance.

Nous avons rapporté une importante chute de las@ui® moyenne lors des derniéres
50 sec du test réalisé en PLA, avec une diminutioms importante en BIC. Toutefois, nous
n'avons pas observé de relation entre la chute @g éf les modifications de puissance au
cours du test de 70 sec en PLA, ce qui est en d@aec de précédents résulats obtenus a
puissance constante (Peretyal, 2002; Gonzalez-Alonso & Calbet, 2003; Mortensél,
2008; Hanoret al, 2013) et lors d’'un exercice all-out (Hanenhal, 2010). De plus, la plus
faible chute de V@ne pourrait s’expliquer par une puissance initslpérieure en condition
d’alcalose métabolique. En effet, nous avons sigg&iment choisi de maintenir la puissance
a un niveau constant pendant les 20 premieres desalu test afin d’éviter une départ plus
rapide lors de la condition BIC qui aurait influénla consommation d’Oet la tolérance a
I'exercice (22). Ainsi, les changements de puissanbservés en condition BIC étaient
similaires tout au long du test de 70 sec, ce tpit én adéquation avec les résultats d’'une
étude précédente (Hollidge-Horvat al, 2000; Bishopet al, 2004). Bien que nous le
I'ayions pas mesuré dans cette expérimentati@andéja été rapporté que ces changements de
puissance sont associée avec des modificationsidaysculaire, ce qui supporte I'idée que
les variations de performance n’ont pas influé hite de VQ dans notre travail, mais

pourrait étre affecté par le pH intracellulaire.

5. Chute de VQet réponses des athletes.

Alors qu’a la fois les parametres ventilatoiredaepuissance étaient affectés par une
modification de pH sanguin, 2 participants sur 8nh’pas été sensibles a l'alcalose induite

concernant la chute de Al est concevable que les effets limités de Hldse chez ces deux
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athlétes puissent résulter de la faible différeentre leurs valeurs de pH mesurés au repos
pour les deux conditions (différence de 0.06) campsgement aux autres participants
(difference de 0.10). Cette divergence pourraitsa@tre due au fait que les tampons
physicochimiques fixes sanguins et que les compiensaventilatoires contre l'acidose
métabolique varient entre individus (Peronnet & #aniu, 2006). Ainsi, ces “non-
répondeurs” pourraient expliquer pourquoi dans aiees études l'alcalose induite pré-
exercice altére la performance et la fatigue masul(Higginset al, 2013) ainsi que les
réponses meétaboliques et pourquoi dans d’autredegtwes alterations n'ont pas lieu
(Saunderet al, 2013).

6. Conclusion
En conclusion, méme si la chute de Mébservée en fin d’exercice est certainement la
conséquence d’'une combinaison de plusieurs factedw#ts par I'exercice de haute intensite,
les résultats de cette expérimentation démontngning chute de la VQapparait a la fois en
condition PLA et BIC. Toutefois, de maniére inté&aste, 'alcalose induite pré-exercice
permet de réduire cette chute chez la plupart deticjpants. Ceci semble étre di aux
changements de chute de VE en conséquence de catidiis du pH mais pas de la

performance.
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Chapitre 1lI. Etude n°3: « Effets combinés de la réalisation de
sprints réepétés et de lalcalose induite sur les ptéines de
transports membranaires impliquées dans la régulatin du pH
musculaire, et la respiration mitochondriale chez ds sujets

sains. »

Cette étude a donné lieu a I'écriture des artisiggants :

- Delfour-Peyrethon R, Bishop DJ., Hanon C., Lambert K., De Oliveira RgGinley
C., Molinari N., Thomas CPreexercise-induced alkalosis regulates MCT1, CD147
NHEL1 proteins expression and oxidative stress 2dftbr an acute bout of sprint
exercise, but not MCT4, NBCel and CAHn cours de soumission a I’American
Journal of Physiology: Endocrinology and Metabolism

- Delfour-Peyrethon R, Hanon C., Granata C., De Oliveira R., Lambert ®laire
Thomas C., Bishop DEffects of both acute sprint exercise and alkalosiskeletal
muscle on maximal muscle oxidative capacities. cours d’écriture, soumission
prevue début 2015.

Ainsi qu’a la communication orale suivante :

- Delfour-Peyrethon R, Thomas C., Hanon C., Granata C., BishopgViiochondrial
respiration changing after repeated-cycling-spripisrformed under classic acidosis
and induced-alkalosi®013, Barcelonel8eme congres annuel de 'ECSS.

Cette communication a été récompensée paifepdix duYoung Investigator Awarddans
la catégorie « Mini-oral ».

176



A. Méthodologie spécifique.

1. Caractéristiques des participants.

8 hommes sains (age: 22.4+3.9 ans, taille: 179/6&6, poids: 80.3+13 kg, VRax
44.3+5.5 mL.mift kg™

2. Synthése de I'ensemble des tests utilisés.

Tests Mesures
- Force-vitesse - Sanguine (Stat Plus+Rapidpoint)
- Wingate - Perception de l'effort (Borg)
- 3x30 sec all-ouPLA/BIC) - Biopsies musculaires

> Western Blots
> Oxydation protéique/lipidique

o Citrate synthase

o Respiration mitochondriale

3. Analyses statistiques

La normalité de 'ensemble des données a été tadtéale du test de Shapiro-Wilk et
les données sont rapportées dans les résultats e@tamt moyenne + SE. La significativité a
ete fixée a P<0.05. Une analyse de la varianceua deix (effet temps — effet condition)
(ANOVA), avec mesures répétées a été conduite. quiuse différence significative
apparaissait, un test post-hoc de Tukey a été&éali

Les relations possibles entre les variables onaétdysées en utilisant le coefficient de
corrélation de Pearson. Toutes les analyses omé&lieées avec le logiciel SigmaPlot (Systat

Software, Inc., San Jose, California, USA).
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B. Résultats.

1. Paramétres sanguins en réponse a l'exercice etléalbse

induite.

L’ingestion de NaHC®@a eu les effets escomptés sur le statut acidapb@asianguin.
L’analyse a mesures répétées (ANOVA) a révélé tet ebndition (PLAvsBIC ; P<0.01) et
un effet temps significatif (P<0.001) pour le pHngain, ainsi qu’un effet interaction
(condition vs temps ; P<0.01). Comme montré surFigure 34 les valeurs de pH obtenues
apres ingestion, avant le début de I'échauffem&aient de 7.39+0.01 et 7.44+0.01 pour les
conditions PLA et BIC respectivement (P<0.05). Beniéme facon, les valeurs de pH en
PLA sont restées significativement plus bassesujaskprrét de I'exercice par rapport aux
valeurs en BIC (PLA : 7.14+0.08 BIC : 7.27£0.04 ; P<0.001). La [HGD sanguine avant
le départ des 3 sprints était de 16.9+1.41 mnioéh PLA et de 22.11+2.14 mmol‘len BIC
(P< 0.001 ;Figure 3. Nous pouvons aussi observer un effet significair la [HCQ] en
fonction des conditions (P<0.01) et du temps (P&D.0A l'inverse, aucun effet condition ou
temps n'a été relevé pour la [L&La]max: 10.9+0.7vs 11.7+1.1 mmol.[* en PLA et BIC

respectivement, P>0.05).
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Figure 34 : Evolution du pH (A) et de la [HCG;] (B) lors du test de 3x30 sec all-out (moyennesSE), PLA
(o) et BIC (o). * démontre une différence entre conditions (P<0.05¥ démontre une différence entre
conditions (P<0.01) ; *** démontre une différencen&re conditions (P<0.01) ; £ démontre une différemavec

la mesure au repos (P<0.001) ; # démontre une ddfice avec la mesure post-exercice (P<0.001) (n=8).
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2. pH et [H] musculaires en réponse a I'exercice et a I'akmlo

induite.

A la fois pour les mesures de pH et dé][riusculaires aucune différence significative
n'a été trouvée entre les conditions PLA et BIQumpiensemble des mesures. Toujours pour
ces deux parameétres ainsi que pour les deux consljtles valeurs mesurées immédiatement
apres I'exercice étaient significativement difféendes valeurs au repos (P<0.001), de plus
les valeurs a +6 h et +24 h étaient significativeindifférentes des valeurs obtenues
immédiatement post-exerciceFiqure 35 ; P<0.001). On peut noter que les valeurs
immédiatement post-exercice de’[Hetaient 2 fois supérieurs aux valeurs de repassd
chaque condition, ce qui correspond a une chu@3lenités de pH.

7.1 - 400 ~ . --0--PLA —e—BIC
7.0 -
= 300 -
6.9 - o
o
T 68 - £
o = 200 -
% 67 - =
= 2
6.6 - é 100 -
6.5 -
6.4 : : . . 0 ' ' '
A Pre Post +6h +24h B Pre Post +6h +24h

Figure 35 : Evolution du pH (A) et de la [H] (B) musculaires lors du test de 3x30 sec all-o(inoyennes +
SD), PLA (o) et BIC (e). £ démontre une différence avec la mesure au re(®s0.001) ; # démontre une
différence avec la mesure post-exercice (P<0.0057).
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3. Performances mécaniques et perception de I'effort.

a) Performance lors du test 3 x 30 sec all-out.

L’ensemble des performances réalisées lors des dessprints de 3x30 sec est reporté

dans leTableau 27 Aucun effet significatif, condition et temps, n&é mesuré pour B
(PLA : 863+24.8 Wvs BIC : 83329 W ; P>0.05), By (PLA : 655+8.8 Wvs 637+1.6 W ;
P>0.05), i (PLA : 313+20.8 WvsBIC : 381+10.6 W ; P>0.05) ou IF (PLA : 50.8+1.6%
BIC : 45.7+2.2 % ; P>0.05). De plus, aucune cotigtan’a été établie entre les résultats de

performance et les contenus en protéines décusslpin.

Tableau 27 : Résultats des performances réaliséesd du test de 3x30 sec all-out, en condition BIG e

PLA.

(Moyenne £ SE ; n=8)

Wingate Maximal Mean Minimum Fatigue Index
number Power-Output Power-Output Power-Output (%)
(W) (W) (W)
1% 876+ 74.6 660 + 56.9 395+ 46.2 49.3+2.2
BIC 2" 767 +71.2 620 +58.4 404 £ 34.2 39.8+3.9
3" 856 + 103.5 633 + 58.7 344 + 36.0 48.1+4.8
Mean * SE 833+29 637+ 1.6 381 +10.6 45.7+2.2
1% 885+ 1134 664 + 56.2 350+ 19.7 50.1+4.6
PLA 2" 825+ 839 645+ 45.4 342 +33.8 46.8+3.5
3" 879 +104.9 657 +51.6 248 +45.0 55.5+2.6
Mean * SE 863 +24.8 655 +8.8 313+20.8 50.8+1.6

b) Notations sur les échelles de Borg (6-20 et 1-10).

Il n’a pas non plus été identifié d’effet signifideentre les conditions PLA et BIC au
cours de I'ensemble des sprints pour les deux eshaéé Borg (Borg 6-20 : PLA : 15.6+0v%
BIC : 161£0.4; Borg 1-10: PLA 7.8+0.¢s BIC : 7.2+0.02 ; P>0.05). Egalement pour ce

parametre aucune corrélation n’a été établie agcdntenus en protéines décrits plus loin.
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4. Effets de l'exercice sur I'expression des protéinmgsculaires

squelettiqgues.
Les effets de I'exercice aigu pendant 24 h ongéidiés en condition PLA. Le contenu

en MCT1 tendait a diminuer immeédiatement, a +6 la e24 h aprés l'arrét de I'exercice,
comparé aux valeurs de repos, mais il n’y avait ga$fet temps significatif (P>0.05).
Cependant, allant dans le méme sens, le contenCIA7 tendait aussi a diminuer
immédiatement apres l'exercice et était signifieament inférieur a +6 h et +24 h de
récupération comparativement au repos (-78.8% ald5% respectivement; P<0.01).
Concernant le contenu en MCT4, il n'y avait padfdtedemps significatif entre les valeurs de
repos jusgu’aux valeurs enregistrées a +24 h dgs&3 sprints de 30 sec. De plus, une grande
variabilité des valeurs a été notée entre lesgyaatits. Enfin, aucun effet temps significatif
n'a été observé apres l'exercice, pour I'ensembke gbints de mesures, pour les contenus en
NHEL, NBCel, CAIl, COX IV (P<0.05).

Afin de vérifier si le contenu en MCT1 était lié aontenu des autres protéines
sarcolemmales, nous en avons étudié les corréatidous avons ainsi trouvé que les
contenus en MCT1 et NHE1 étaient positivement ¢&sr@u repos (r = 0.64 ; P<0.01),
immédiatement apres I'exercice (r = 0.89 ; P<0d}i qu'a +6 h aprés I'exercice (r = 0.89 ;
P<0.01). Aucune autre corrélation n'a été établiecales autres protéines sarcolemmales
(MCT4, NBCel et CAIl) en condition PLA.

De plus, comme MCT1 a déja été considérée commenargueur de la capacité
oxydative, nous avons étudié les corrélations aveX IV, une protéine mitochondriale.
Ainsi, en PLA, les contenus en MCT1 et COX IV agissent positivement corrélés pour
tous les points de mesures, au repos (r = 0.89.,0R¥ immédiatement apres I'exercice (r =
0.83; P<0.01), a 6 h apres I'exercice (r = 0.8Z(.05) et a +24 h (r = 0.73 ; P<0.05).

Du fait que les contenus en NHEL1 et COX IV étaiemtrélés au contenu en MCT1
nous avons aussi testé les relations potentielé® €es deux protéines. Les contenus en
NHE1 et COX IV étaient positivement corrélés auosefr = 0.75 ; P<0.05), immédiatement
apres l'exercice (r = 0.74 ; P<0.05), a +6 h apex®rcice (r = 0.79 ; P<0.05) eta +24 h (r =
0.73 ; P<0.05).

Enfin, le contenu de repos en MCTL1 était corrélgitpeement au contenu de repos en
NBCel (r = 0.63 ; P<0.01) mais cette relation rda pté maintenue aprés I'exercice.
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5. Effets de l'alcalose induite sur I'expression desot@ines

musculaires squelettiques.

A partir des résultats précédents, montrant legticjnes de réponse ainsi que les
relations entre les contenus en protéines a I'ecesret pendant la récupération, nous avons
réalisé une supplémentation en NaHG@lcalinisant) afin de mettre en lumiere les afféé
I'acidose sur I'expression protéique. Tout d’abandus pouvons observer, surHaure 36
que si I'exercice induit une balance négative dot@ou en protéine pour MCT1, MCT4,
CD147, COX IV et NHE1 pendant les 24 h suivantrade I'exercice, a l'inverse l'alcalose
induite préexercice semble contrecarrer ces efiietisiits par I'exercice sur toutes les
protéines exceptées NBCel et CA Il

Ainsi, en condition BIC, le contenu en MCT1 tendaiaugmenter entre le repos et
immédiatement, a +6 h et a +24 h apres I'exercares u'il y ait toutefois d’effet temps
significatif (P>0.05). Par contre, le contenu rélatait significativement supérieur en
condition BIC comparé a la condition PLA & +6 h 1#26) et +24 h (+23.7%) aprés l'arrét
de I'exercice (P<0.01). En BIC comparé a la conditPLA, le contenu en CD147 était aussi
significativement plus important +6 h (+70.3%) @4+h (+70.4%) de récupération (P<0.01).
Une interaction (temps x condition) a été trouvéerple contenu en CD147 (P<0.05).

Concernant MCT4, il n'y avait pas d’effet conditimu temps significatif du repos
jusqu’a 24 h post-exercice, méme si I'expressioM&@14 a augmenté de 42.5% entre +6 h et
+ 24 h en BIC, comparé a seulement +5.3% en PLA.

Apres 24 h de récupération en condition BIC, leteon relatif en NHE1 était de 57.7%
supérieur (P<0.01) comparé aux valeurs de repostaétde 58.7% supérieur comparé a la
valeur PLA a +24 h (P<0.01). Pour les contenus 8C&L, CAll et COX IV aucun effet
condition ou temps n’a été noté pour I'ensemblepb@sts de mesure (P>0.05).

De plus, l'alcalose préexercice n'avait pas affeletérelation entre MCT1 et les
capacités oxydatives puisque les contenus en METDX |V étaient positivement corrélés
immédiatement post-exercice (r = 0.72, P<0.05gsprh de récupération (r = 0.81 ; P<0.05)
ainsi que 24 h apres I'exercice (r = 0.83, P<0.01).
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Figure 36 : Comparaison de I'évolution des concenditions protéiques (en unités arbitraires) entre les
conditions BIC (m) et PLA (o), exprimées en pourcentage d’'un échantillon contié. * démontre une
différence entre conditions (P<0.01); # démontreaudifférence avec la mesure au repos (P<0.01) (n=8)
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6. Effets de I'exercice et de I'alcalose induite seirstress oxydatif

d’'un muscle squelettique.

Afin d’établir la quantité de stress oxydatif intiipar I'exercice dans les muscles

squelettiques nous avons étudié I'oxydation mus®ukan mesurant la carbonylation totale
des protéines (Barreiro & Hussain, 2010) ainsi tpeniveau de peroxydation lipidique

(Barreiro et al, 2003) par immunotransfert. Une interaction « éima x temps » a été

trouvée pour la quantité totale de protéines oxydP&0.05). En condition PLA, 24 h apres

l'arrét des 3 sprints, la formation totale de gresipcarbonyles était significativement

supérieure (+23.8% ; P<0.(digure 37 aux valeurs obtenues immédiatement apres I'ecerci

A linverse, la quantité de protéines oxydées endidmn BIC n'a pas évolué au cours du

temps. Par ailleurs, les valeurs enregistrées ah+2tient significativement plus faibles en

BIC qu’en PLA (-30% ; P<0.0Eigure 3.
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Figure 37 : Comparaison de la carbonylation protéige et de la peroxydation lipidique (en unités
arbitraires) entre les conditions BIC @) et PLA (o), exprimées en pourcentage d’un échantillon contié.
** démontre une différence entre conditions (P < 004 démontre une différence avec la mesure au repos (P
< 0.01) (n=8).

7. Effets de I'exercice et de I'alcalose sur I'expiessde protéines

liées a I'activité mitochondriale.

a) Contenu en PGGC1

Ni effet temps ni effet condition n'ont été idermdd pour 'ensemble des contenus en

PGCX mesurés (P>0.05).

b) Contenu en COX IV.

Ni effet temps ni effet condition n'ont été iderméd pour I'ensemble des contenus en

COX IV mesureés (P>0.05).
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8. Effets de I'exercice et de I'alcalose induite ses paramétres de

respiration mitochondriale.

a) Dosage de la Citrate Synthase (CS).
Ni effet temps ni effet condition n'ont été iderd# pour 'ensemble des valeurs de la
CS (P>0.05).

b) Mesure de la respiration mitochondriale.

Vsmaxz @iNSI que Wax €taient significativement inférieures 24 h apresdrcice en
condition BIC (Vsmax2re€pos: 6.2+0.5 VS Mnaxo+24 h: 4.320.7 pmol ©s*.mg*; P<0.01; and
Vimax F€pOs: 7.2+0.6 Vs Vax +24 h: 4.8+0.9 pmol ©s*.mg"; P<0.01 Figure 39. Pour les deux
conditions expérimentales, concernant les vale@rsVgl Vsmaxs la respiration dissociée
(« uncoupled respiration ») a travers Cll ainsi tpeespiration a travers CIV, aucun effet

temps ou condition n’a été trouvé (P>0.8gure 39.
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Figure 38 : Evolution de 'activité des complexes de la chainmitochondriale. # démontre un effet temps
(p<0,01).
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C. Discussion des résultats de I'étude n°3.

Cette étude est la premiere a examiner les effets sprints de 30 sec ainsi que d'une
alcalose induite sur I'expression des protéinediqupes dans la régulation du pH musculaire
squelettique humain. Comparé a la condition PLAglcllose induite pré-exercice a
significativement réduit l'augmentation de la carblation protéique provoquée par
'exercice, aprés 24 h de récupération, et a peumis augmentation de I'expression de
MCT1, de sa protéine chaperone CD147 et de NHEms Datre étude, ces différences dans
I'expression des protéines entre les conditions BLBIC, 24 h apres l'arrét de I'exercice, ne
pouvent s’expliquer par une activation plus impateade '’AMPK dans la condition BIC. De
plus, I'expression de MCT4, NBCel, CAIl et COX Ipendant la récupération, n’était pas
significativement sensible ni a un exercice aiganine alcalose induite pré-exercice. Nos
données apportent une nouvelle vision des cin&iqie changements d’expression de
différentes protéines musculaires squelettiquéiestque MCT1, CD147 et NHE1 impliquées
dans la régulation du pH musculaire soit apresumeue répétition de 3 sprints maximaux
conduisant a d’importantes perturbations métabeBquPLA), soit aprés que ces

perturbations aient été contrées par une alcahukate pré-exercice (BIC).

1. Méthodologie.

a) Supplémentation.

Afin de tester I'hypothese selon laquelle I'alca@asduite pourrait altérer I'expression
des protéines induite par I'exercice pendant 24 hédupération, nous avons utilisé une dose
de 0.3 gkg de NaHCQ@ dans notre protocole expérimental. En adéquatioec ale
précédentes études (Hollidge-Horeatl, 2000; Bishoget al, 2004), cette supplémentation
a conduit a des valeurs de pH et de [HE€anguines supérieures avant, pendant et apres la
répétition des trois sprints, comparée a la cooiLA. Toutefois, I'ingestion de NaHGO
n'a pas affecté le pH musculaire mesuré immédiatentpost-exercice lorsque comparé a la
condition PLA. Ceci est en accord avec les résutihtenus par d’autres équipes de recherche
(Stephenset al, 2002; Bishopet al, 2004). En effet, la concentration plus importante en
tampons extracellulaires, augmentant I'éliminatides ions A du muscle vers le sang,

altérerait le pH musculaire lors de la récupéraflondingeret al, 1999).
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b) Test des sprints répétés.

Dans cette étude, les participants ont présentprofil de puissance développée au
cours du test de 3x30 sec conforme a celui déjareéshez des athlétes entrainés en sprint :
une importante chute de la puissance moyenne lesstbis sprints dans chacune des
conditions (PLA et BIC), caractérisée par des indexfatigue compris entre 45 et 50%
(Granier et al, 1995; Hunteret al, 2003). Aucune différence dans les diminutions de
puissance n'a été observée entre les conditiorgioest en accord avec les résultats d’autres
études ayant eu recours a une alcalose induitexaeice chez I'Homme (Vanhatado al,
2010; Zabaleet al, 2011). Par conséquent, toute différence de lesgion des protéines ou
de la carbonylation protéique entre les conditioves pourrait étre expliguée par des

différences de puissance développée au cours du tes

2. Effets de l'exercice de haute intensité sur I'espien des

protéines impliguées dans la régulation du pH maseu

c) Effets de l'exercice aigu sur les contenus en METs
CD147.

Nous avons choisi de réaliser un enchainement dpsigis qui nous permettait de
déterminer les réponses a court (0 et 6 h postéeshoyen terme (24 h), apres une unique
session type d’entrainement en cyclisme, des gueési de I'expression des MCT1 et 4 basée
sur différentes études selon notre hypothese (Theta., 2012). Un des nouveaux résultats
mis en avant dans notre travail est que le contenMCT1 était significativement supérieur a
6 h et a 24 h post-test, comparé aux valeurs desyefans la condition BIC uniquement. A
l'inverse, MCT4 n’était pas significativement aliépar I'exercice dans les deux conditions.
Ces résultats different de résultats rapportéségegroment. En effet, il a été montré que les
contenus en MCT1 et 4 augmentaient dans les premietants suivant un exercice
d’endurance chez le rat (Coles al, 2004), et jusqu’a 4 jours apres un unigue exercic
épuisant chez 'Homme (Greeat al, 2002). Toutefois, un test de course a intensipgas
maximale conduit jusqu’'a I'épuisement total provaijuune augmentation a court terme
uniquement dans le contenu en MCT1 2 h aprés umiegechez I'Homme, mais pas pour le
contenu en MCT4 (Bickharet al, 2006). Concernant le contenu en MCT4, nous avons
rapporté une grande variabilité inter-individueb®mme déja observé chez I'Homme

(Pilegaarcet al, 199%; Juelet al, 2004; Burgomasteat al, 2007; Mohret al, 2007; Bishop
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et al, 2008). Il n’y avait aucune augmentation du conten MCT4 a la fin de la période de
récupération de 24 h post-test, ce qui pourraitgunet, au moins chez 'Homme, que les
exercices aigus (Bickhamt al, 2006) et chroniques (Bickhagt al, 2006; Bishopet al,
2008; Gunnarssoet al, 2013) en sprint n’affectent pas significativemiansur-expression de
MCT4. Ceci pourrait aussi étre lié aux différenabs cinétique de régulation entre les
Hommes (notre étude) et les animaux (Celesl, 2004). De plus, I'absence de changements
d’expression en MCT1 et 4 a la suite de contrastaba haute intensité en condition PLA lors
des 24 h suivant la fin de I'exercice pourrait &ve aux difféerences dans la planification des
biopsies choisie dans les différentes études, maaissi au type d'exercice. Si nous
considérons la cinétique d’expression protéiqueedntdébut de I'exercice et le prélévement
de muscle, nos résultats sont en adéquation avewmdele précédemment mis en exergue
(Thomaset al, 2012). En effet, 40 min aprés le début de la titpe de sprints (i.e.,
immédiatemment post-test), nous n’avons pas obsknahangement des contenus en MCT1
et MCT4. Du fait de notre planification des biogsi@ous n’avons pas été en mesure de
vérifier une potentielle augmentation de I'expreasiie MCT1 2 h apres I'arrét de I'exercice
chez 'Homme, comme précédemment observé par (Brokdt al, 2006). Toutefois, nous
avons rapporté une sur-expression aigue pour MQikln#€me instants (6 h et 24 h) post-
exercice que (Colest al, 2004), mais seulement en condition BIC. Ces desmrstiggerent
que I'exercice de haute intensité, incluant dedarghangements de pH, pourrait retarder ou
empécher 'augmentation de la densité de MCTluetlgs exercices d’endurance, causant de
moindres variations de pH, pourraient suffir a aagtar les contenus en MCT1.

Ces hypotheses sont en accord avec de précédantes ortant sur les effets de
I'entrainement, qui ont rapporté que différentsetyp’activité contractile (force / endurance)
pourraient augmenter les contenus en MCT1 (Baeteal, 1998; Pilegaarctt al, 199%;
Dubouchaucet al, 2000; Juekt al, 2004; Burgomastest al, 2007; Mohret al, 2007). Ces
études rapportent qu’un entrainement en sprintisadti de hauts niveaux de pérturbations
métaboliqgues sanguines et musculaires, et qui netrmmgpas de changement de MCT1
(Bickhamet al, 2006; Bishopet al, 2008; Gunnarssoet al, 2013). Par ailleurs, (Boneat
al., 1998; Pilegaareét al, 199%; Dubouchaucet al, 2000; Juekt al, 2004; Burgomastest
al., 2007; Mohret al, 2007) ont observé une augmentation du contend@nh1 apres deux
types d’entrainement en sprint et ont suggéré guevieau d’accumulation du lactate et des
protons dans le muscle n’était pas le facteur gralgouvant stimuler la synthése protéique.

Toutefois, les valeurs de pH musculaire avoisirtaites 7.0 pour les deux types
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d’entrainement ((Boneet al, 1998; Pilegaareét al, 199%; Dubouchauckt al, 2000; Juekt
al.,, 2004; Burgomasteet al, 2007; Mohret al, 2007), alors que nos valeurs de pH
musculaires mesurées immédiatemment post-exertaent inférieures a 6.6. Cela nous
laisse suggerer que de hauts niveaux d’accumulatigorotons pourraient finalement altérer
I'expression de protéines par la stimulation deesodle signalisation, en particulier pour
MCT1.

Bien que l'expression des MCT1 et 4 peut étre &guhu niveau génétique, le
positionnement correct des MCTs nécessite I'adi®sa protéine chaperone CD147 (Ketk
al., 2000; Philpet al, 2003; Wilsoret al, 2005). Ainsi I'intéraction entre MCT1/4 et CD147
permet leur bonne translocation et leur bon pasi@ent sur la membrane plasmique
(Schneiderharet al, 2009), nécessaires a leur fonctionnement optirGaitte protéine
chaperone, qui dans notre étude a, pour la preniiggse été quantifiée dans le muscle
squelettigue humain a la suite d’'un exercice aggété significativement diminuée apres 24 h
de récupération en condition PLA. Bien que non-ificatif, le contenu en MCT1 était aussi
diminué chez 7/8 des participants aprés 24 h desrdpns la condition PLA. Ce résultat va
dans le sens d'une co-régulation de MCT1 et CDld#éponse a l'activité contractile,
comme précédemment observé chez des rats diakgtiiNikooie et al, 2013). Par
conséquent, le niveau d’accumulation en iongburait a la fois stimuler la dégradation de
CD147 (et probablement MCT1) et retarder la syrdhde ces protéines en réponse a
I'activité contractile a moyen terme post-exerdi24 h).

Pour la premiére fois, dans notre étude, il a eégtré@ chez 'Homme une augmentation
significative du contenu en NHE1 24 h apres ladfun unique exercice de sprints répétés
combiné avec une alcalose induite pré-exercice.

Les contenus en MCT1 et NHE1 étaient significatieatncorrélés entre eux, dans la
condition PLA, a chaques instants de la récupératio des biopsies étaient prélevées,
suggérant une régulation synchronisée de I'expyesse ces deux protéines au repos et lors
de la récupération. De plus, les contenus en MGTNHEL étaient tous les deux corrélés au
contenu en COX IV dans la condition PLA. Ces rédalpris ensemble sont en accord avec le
concept des navettes du lactate qui avance I'existd’'un complexe de régulation du lactate

et du pH entre la mitochondrie et le sarcolemmavBntage d’études sont nécessaires afin de
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déterminer la co-localisation de MCT1 et NHE1 ddasmuscle squelettique et leur
coopération dans la régulation des iofiseHdu lactate.

Il a préecédemment été montré que le contenu en NIB@gmentait aprés un « interval-
training » dans Isoleusde rat (Thomast al, 2007). Dans notre étude, I'exercice aigu n'avait
aucun effet sur I'expression de NBCel lors des s 24 h de récupération. Comme
NBCel était, ici, étudiée dansvastus lateraliset qu’il a déja été montré que le contenu en
NBC était négativement corrélé avec les fibres mlages de type | (Kristenseet al,
2004), il est possible qu’une sur-expression auraiépa observée dans un muscle constitué
principalement de fibres musculaires rapides. Das,pICAIl, une protéine pouvant
significativement augmenter l'activit¢ de NBC (Pkishet al, 2004; Becker & Deitmer,
2007; Schueleet al, 2011) et de MCT1 (Becket al, 2005, 2011; Becker & Deitmer, 2008;
Stridh et al, 2012), n'a pas été sur-exprimée ici par notre des3x30 sec. Toutefois, nous
avons trouvé une corrélation significative au repotge les contenus en NBCel et MCTL1. Ce
qui va dans le sens des résultats de (Thoshad, 2007), qui ont montré une corrélation
positive modérée entre ces deux mémes protéines dan muscle oxydatif apres
entrainement. Ensemble, ces résultats semblerguedique, malgré des interactions entre
CAll, MCT1 et NBC (Schueleet al, 2011; Beckeet al, 2011; Stridhet al, 2012; Deitmer
& Becker, 2013), leur cinétique de régulation penides 24 premiéres heures de récupération

suivant 3 sprints maximaux n’est pas exactememéie.

En conclusion, en réponse a 3 tests de Wingateésda 20 min de récupération, il y
avait soit une chute ou aucun changement dansrésgn de protéines associées a la
régulation du pH musculaire. Toutefois, lorsque bor@ avec une alcalose induite, I'exercice
aigu était associé avec une augmentation signifeates contenus en MCT1, CD147 et
NHEL.

3. Effets de I'exercice a haute intensité et de misa induite sur la
requlation de I'expression de MCT1, CD147 et NHEffet du

stress oxydatif.

De la présente étude, il resort que la differeriegptession pour les protéines MCT1,
CD147 et NHE1 entre les conditions PLA et BIC como®6 h aprées l'arrét de I'exercice

(pour MCT1 et CD147) et était maintenue au moinsqya 24 h post-exercice. Il a
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auparavant été rapport que les dommages oxydatdsvenaient souvent aprés un unigue
exercice, ce qui pourrait limiter les réponses tatajes (Radalet al, 2013). Dans notre
étude, alors qu’aucune péroxydation lipidique @ ébservée pendant la recuperation, la
carbonylation des proteins musculaires, un marqdaustress oxydatif, a significativement
augmenté 24 h aprés l'arrét de I'exercice danstalition PLA, et a significativement été
réduite par la supplémentation en NaHQié-exercice. La carbonylation protéique est un
type d’oxidation des protéines qui peut étre irelpiar les especes oxygénées réactives, et est
une modification irréversible post-transcriptioeetjui conduit souvent a la perte de fonction
protéique, et pourrait affecter I'expression prgié&. Nous pouvons noter, dans notre étude,
gue I'absence d’entrainement préalable en sprimodeparticipants a pu influer les réponses
adaptatives de la carbonylation des protéines aedescices aigus (Coffegt al, 2006)
comparativement a des athletes de haut niveau.fiéty eos participants n’étaient pas
impliqués dans la pratique réguliére d’'une actipitésique impliqguant des prints, et auraient
donc pu produire de plus importants niveaux d’E@Rrpune intensité donnée comparé a des
athlétes spécifiquement entrainés en sprint (Ratlak, 2001). Toutefois, la réalisation d’'un
exercice physique comme ce type de sprints rée8t€30 sec) pourrait étre délétére aux
adaptations physiologiques de notre population @ewainée. Par conséguence, ce stress
oxydatif pourrait expliquer a la fois I'absence sigmthése protéique dans la condition PLA
durant les 24 premiéres heures de récupératiorr M@T1, CD147 et NHE1 et/ou la chute
significative du contenu en CD147 et la tendanda diminution chez 7 des 8 sujets pour
MCTL1, ce qui peut refléter en contraste, la stirtiohade la dégradation protéique.

A partir des données de notre étude, la sur-expresse certaines protéines en
condition BIC comparée au placebo, ne semble pasrégulée par I'activité¢ de TAMPK
durant les 24 premieres heures de récupératiorarsuia fin du test de 3x30 sec. En effet,
'AMPK totale ainsi que sa forme phosphorylée (p-RK) n’ont pas été modifiees en 24 h de
temps post-exercice, ce qui est en adéquation lagae@sultats de Gibakt al. (2009) aprés
une répétition de sprints de 30 sec séparés denddmirepos. De plus, puisque notre
population n'avait pas le méme niveau d’entraindniera 3 séances d’activité physique par
semaine) et n’était pas spécifiquement impliquéesda cyclisme de sprint, il est possible
gue quelques unes des variations inter-individaekdevées pour les contenus en MCT4 et
AMPK aient pu étre réduites avec des participaysntieu exactement le méme niveau

d’entrainement.
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4. Effet de I'exercice aiqu et de I'alcalose induitg 2 respiration

mitochondriale

La respiration mitochondriale joue un réle impottaians la production d’énergie et
nous avons pu étudier a la fois les effets de t@ge répété et de l'alcalose induite sur sa
fonction. Il ressort de nos résultats qu’en conditBIC et non en condition PLA, 24 h apres
la réalisation d’'une unique répétition de sprinte 80 sec, VYmaxz €t Vimax Sont
significativement diminuées. Cette modification ldefonction pourrait s’expliquer par une
inhibition des signaux d’activation de la respwatimitochondriale, en condition BIC, du fait
d’'une réduction du stress oxyatif ayant entraing meindre activation de la transcription de
protéines impliquées dans la biogénése mitochdedfz effet, bien qu’aucune différence de
contenus en PGG@let COX IV n'est été rapportée dans notre étudeseilpourrait que
I'expression génique est, elle, été modifiée et cpuiex-ci n'aient entrainé une augmentation

de I'expression protéique dans un délai supérig4 A.

5. Futures études.

Alors que les données présentées ici donnent das/gs claires qu’a la fois trois
sprints de 30 sec et une alcalose induite pré-eeesnnt impliqués dans I'expression de
protéines responsables de la régulation du pH naisesqulettique chez ’'Homme dans un
intervalle de 24 h, d’autres études restent as@&alpour étudier tous les mécanismes par
lesquels ces mémes protéines sont régulées. LSiocluprochaine de participants plus
entrainés, de sessions d’exercice et de biopsigsiésnentaires sont prévues. Néanmoins,
malgré la petite taille de notre échantillon, ligition d’'un protocole séparé en deux
semaines avec des mesures répétées a permis gque ¢heividu serve comme son propre
contrble et a apporté une rigueur supplémentaires danterprétation de nos nouveaux
résultats en terme d’expression protéique. Final@mil semble justifie, pour de futures
études, d’analyser I'expression protéique des MGN147 et NHE1 ainsi que I'oxydation
des protéines jusqu’a 48 h aprés l'arrét de I'égercCeci dans le but de déterminer, par
exemple, si les contenus en protéines sont revardes valeurs basales ou non, mais aussi
afin d’analyser les effets de I'entrainement cosipdéune supplémentation en placebo et

NaHCGQ; sur leur régulation.
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6. Résumé des principales conclusions.

Nos résultats montrent des differences signifiestivde réponses métaboliques
sanguines pendant la réecupération avec une plusigf&lCQ7] et de plus faibles valeurs de
pH dans la condition BIC. En résumé, nous avonpad@ des altérations dans les niveaux
d’expression de protéines impliquées dans la régulalu pH aprés la combinaison d’'un
exercice aigu de haute intensité et d’une alcaludaite pour MCT1, CD147 et NHE1. Cette
augmentation de leur expression pourrait résulten anoindre stress oxydatif induit par
I'exercice dans la condition BIC mesuré 24 h aparsét de I'exercice, mais ne semble pas
étre induite par l'activation de 'AMPK. De plusexpression de NBCel, CAIl et COX IV
n'était pas significativement sensible a ces mémtswuli. De futures études seront
nécessaires afin de définir les potentielles atili;s de MCT1, CD147 et NHE comme
biomarqueurs des adaptations liées a I'exerciceeeta régulation du pH, et de mieux

comprendre leur réle méchanistique dans le contiélia régulation des ions'idt du lactate.
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Partie V. SYNTHESE ET
CONCLUSION
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Chapitre IV. Discussion Méthodologique

A. Population.
Pour réaliser 'ensemble de ces études, nous anemmgtés et testés une population

hétérogene au regard de la pratiqgue d’activité ighgs mais étant tres homogene au niveau
des ages et des caractéristiques anthropoméetrigures, pour la premiere étude nous avons
testés une population d’athlétes internationaukjthés a pratiquer des exercices intenses et
répétés, afin d’investiguer les effets d’une sup@sétation en NaHCOsur les parametres de
performance et de fatigue musculaire. Ensuite, darsit de modéliser et comprendre les
différences de cinétiques de Y@ntre condition PLA et BIC, des cyclistes, trega&nés et
familiers a produire et subir de fortes perturbaiométaboliques, ont participé a nos
expérimentations. Enfin, pour pouvoir investigues laspects physiologiques liés a la
performance au niveau musculaire, nous avonsréttes dans le choix des sujets du fait du
nombre de biopsies musculaires a réaliser. De ite fatre derniere population était de
moindre niveau. Cependant, nous avons retrouvémi@ses réponses a l'exercice (chute
importante de puissance lors d’exercices supra{maxx répétés) que chez des athletes de

haut-niveau, ce qui nous a permis d’appréhendané&smnismes musculaires.

B. Supplémentation.

La dose, la nature de I'agent alcalinisant, la ®rde supplémentation (en gélules ou
dilué dans l'eau) ainsi que le délai entre la pes&e début de I'exercice peuvent faire varier
les résultats. En nous basant sur des études préeédayant mis en exergue une
amélioration de la performance, nous avons voloer@ent choisi une dose de 0.3g'kde
NaHCGO; (McNaughton, 1992; Douroudas al, 2006; McNaughtoret al, 2008). De plus,
plusieurs auteurs ayant reporté des problemesogaséistinaux chez les sujets ayant ingérés
le NaHCQ dilué dans de I'eau (Cameret al, 2010), nous avons choisi de procéder a nos
supplémentation de NaHG@®@onditionné sous forme de gélules (Mc Naughtonh®mpson,
2001; Bishopet al, 2004). Enfin, la majorité des études ayant montré uméliaration de la
performance, ont réalisé leur supplémentation 90 avant le début de I'exercice (Mc
Naughton & Thompson, 2001; Bishep al, 2004; Lindh et al, 2008; Siegler & Hirscher,
2010), Aussi, il ressort que ce délai permet d’'nibtene alcalose métabolique important (pH
~ 7,50) (Siegleet al, 2010). Pour I'ensemble de ces raisons, nous angiaeu un délai de

90 min entre l'ingestion des gélules et le débutesl
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C. Choix des tests.

1. Test du 3x500 m.

Ce test de répétition de sprints a intensité maeinaaété effectué sur le terrain en

coordination avec la Fédération Francaise de QyelisL'objectifs était d’appréhender les
réponses métaboliques et leurs conséquences satigae musculaire et la perception de
I'effort lors d’une session d’entrainement fréqueemtnutilisée par le pble France de cyclisme

sur piste et connue pour engendrer de hauts niviaaidose et de fatigue musculaire.

2. Testde Fn ettest de 70 sec.

L'utilisation d’'un test de temps limite & puissammmstante, nous a permis d’identifier
en laboratoire si la chute de YObservée en fin d’exercice de haute-intensitéesterrain
avec des variations de puissances, était reprdieien laboratoire, indépendante de la baisse
de puissance, mais également liée a I'acidose miigab..

En ce qui concerne le test de 70 sec, il a étisditilfin de se rapprocher de I'épreuve de
un kilomeétre sur piste, épreuve olympique, et adtsidier les effets du NaHGGur la
performance et la consommation d'Q\insi, en plus du test de 3x500 m, nous avons pu
appréhender a la fois les effets d’'une supplémentatur un exercice unique et sur une

répétition de sprints.

3. Test de 3x30 sec.

Nous voulions ici un test de laboratoire qui puisshiciter de fagon tres importante le

systeme anaérobie tout en se rapprochant du te@x®@0 m classiquement utilisée ar
'Equipe de France de Cyclisme sur piste. Pourecedtson, les 30 sec d’exercice étaient
réalisées selon le modele du test de Wingate. &&tablir de facon optimale la fréquence
initiale de pedalage, laoy; a été établie a l'aide d’'un test de force-vitegsasi, pour éviter
'apparition d’une fatigue précoce due a l'atteidtela résistance cible, la roue était actionnée

manuellement jusqu’a la valeur dgyVavant le début des 30 sec de test.
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D. Consommation d’oxygéene.

L’ensemble des mesures liées a la consommatiorygéme a été réalisé a I'aide d’'un
analyseur cycle-a-cycle (Quark CPET, Cosmed, Rdtaly), ce qui nous a permis d’obtenir
des données homogeénes et en accord avec la litirat

E. Western blots.

Nous avons fait le choix de réaliser nos westeatsldur homogénats totaux et non pas
sur des purifications de membranes cellulairesy ai pouvoir étudier I'expression de
plusieurs protéines sur une quantité minimum d’athan.

Pour la quantification des protéines, tous lescanpis primaires ont été testés lors de
pré-manipulation. Ces pré-tests étaient effectués des concentrations initiales en protéines
différentes dans le but de trouver la concentratptimale a déposer par la suite sans
toutefois gaspiller d’échantillon. Nos résultats tous été normalisés parfarubuline ainsi

gu’a l'aide d’un contrdle interne.

F. Respiration mitochondriale.

Nous avons mesuré la fonction mitochondriale a 3pUlir nous rapprocher les
conditions physiologiques. L’adjonction de cytoghe C au cours des mesures n'a pas
modifié la respiration mitochondriale, témoignamsade l'intégrité de la membrane interne
de la mitochondrie. Par ailleurs, comme déja men#g nous avons testé les substrats malate
+ pyruvate, car ils rendent compte de la deuxietapedde métabolisation du lactate, aprés
son oxydation en pyruvate.

De plus, nous avons fait le choix de travailler §bres musculaires perméabilisées
pour pouvoir étudier la mitochondrie dans son mili@tracellulaire physiologique, en
préservant ses intéractions avec d’autres organefisentielles. Par ailleurs, cette technique

demande moins de tissu que lorsque I'on travailtedes mitochondries isolées.
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G. Futures recherches

A la lumiere de I'ensemble des résultats exposas da travail de these, nous pouvons
identifer plusieurs axes de recherche pour de pineB études. Ainsi, aprés avoir mis en
évidence dans la derniere partie de ce travail,canactivation temporelle de I'expresson de
plusieurs protéines sarcolemmales impliquées damédulation du pH musculaire (MCT1,
CD147, NHE1), nous pourrions maintenant détermpies précisément s’il existe ou non
une co-localisation de ces protéines sarcolemnfaéequi a déja été mis en évidence pour la
CAIl qui participerait a la co-localisation de NBCet MCT1, via leur partie C terminal).
Afin de compléter nos premieres observations radata I'implication du stress oxydatif dans
la régulation de I'expression protéique, nous sii@hans poursuivre une analyse plus
compléte de ce mécanisme. Pour cela, il seraitilgessle quantifier, en plus de la
carbonylation protéique et de la peroxydation lgpe, I'ensemble des protéines anti-
oxydantes au niveau musculaire, mais égalemenéstertles effets de supplémentation en
molécules antioxydantes, comme nous I'avaons Vait é&s supplémentations en bicarbonate
de sodium. Ensuite, il serait intéressant d’apprdbe plus en profondeur les mécanismes
pouvant expliguer les modifications de la respimtimitochondriale, résultantes de la
combinaison de I'exercice de haute-intensité efadealose induite. En effet, alors que dans
ce travail, nous n‘avons pas mis en évidence daiitin des voies de la biogénése
mitochondriale via 'AMPK, il serait intéressantedplorer la deuxieme branche d’activation
par le biais de p38MAPK. De la méme facon, il gepartinent de se focaliser sur les
mécanismes du remodelage mitochondriale (fusiofisgion), par le biais de l'analyse de
'expression des protéines MFN 1 et 2 (mitofusiretl2). L’étude de I'expression de ces
protéines permettrait d’avoir de nouvelles donrgeda densité mitochondriale en réponse a
un exercice aigu.

Ainsi, si ce travail de these s’inscrivait danscbedre des problématiques du sport de
Haut Niveau, il s’inscrivait également dans le eade problématique de santé publique, ou la
pratigue de I'exercice physique de haute intensge fortement recommandé (Cf Gibala
2009). La compréhension des réponses et des adaptatduites par ce type d’exercice est
un domaine encore tres vaste a étudier avec dechesiperspectives de travail que ce soit au

niveau physiologique, cellulaire ou moléculaire.
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Chapitre V. Conclusion

Les exercices supra-maximaux provoquent de foréesigipations meétaboliques, avec,
entre autre, l'apparition d'une forte acidose mimce et sanguine. L’ingestion de
bicarbonate de sodium contre placebo a permis di&tuprécisément le rdle de
I'accumulation de protons au cours de séances retsgen cyclisme sur les réponses et les
adaptations métaboliques.

Ainsi, ce travail de these a mis en évidence qualoalose induite pendant des séances
de trés haute intensité, a allure constante ebu)l-pouvait modifier les performances
réalisées en squat-jump. A l'inverse nous n'avaas identifié de différence significative de
la performance en cyclisme ou de modification dpdeception de I'effort chez des athlétes
de haut niveauGf résultats de I'étude n°1, expérimentation A). Pogs résultats ont permis
d’établir qu’'une baisse de la consommation d’oxygesbservée en fin d’effort & puissance
constante ou a puissance variable, pouvait étiaékesignificativement par une alcalose
induite chez des cyclistes entrainés. Enfin, |&tiipn de sprints de 30 sec, combinée a la
prise de bicarbonate provoque une sur-expressiacodransporteur lactate/proton (MCT1),
de sa protéine chaperonne CD147, ainsi que dealggur sodium/proton (NHE1) apres 24 h
de récupération par rapport a la prise de placélea des sujets actifs. Ceci est en lien avec
une réduction de la carbonylation protéique pdcdlase induite, suggérant un role délétere
du stress oxydatif sur I'expression de ces progirten revanche, MCT4, I'anhydrase
carbonique et le co-transporteur de sodium bicataone sont pas régulés a moyen terme en
réponse a l'exercice et [lalcalose induite pré-eier Par ailleurs, la fonction
mitochdrondriale a été significativement altérémartrois sprints de 30 sec en condition BIC.
L’ensemble de ces résultats suggere que I'acidaseuaire et sanguine joue un rble dans la
régulation aigue des réponses et des adaptationsiveau physiologique, cellulaire et
moléculaire du muscle strié squelettique au déadessercices de haute-intensité.

Grace a ces travaux, nous avons pu montrer que nsnume alcalose induite
n'ameéliorait pas systématiquement les performaneesprint en cyclisme, une perturbation
importante du pH sanguin conduisait a des modifoat du transport de I'oxygene, de
I'expression protéique et du fonctionnement desochibndries. Ces résultats permettent
d’avoir un nouveau regard sur le réle joué paritlase dans les mécanismes impliqués dans
la régulation du pH et de ses conséquences sad&sations engendrées par des exercices de

haute intensité.
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Prevalence of cardio-respiratory factors in the
occurrence of the decrease in oxygen uptake
during supra-maximal, constant-power exercise
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Abstract

Purpose: To investigate the physiological mechanisms that explain the end-exercise decrease in oxygen uptake
(VO,) during strenuous constant-power exercise, we recruited eleven trained, track cyclists.

Methods: On two separated days they performed 1) resting spirometric measures, followed by an incremental test
on a cycle ergometer to determine the power output at \'/O_ZWX(P-\'/OZMX) and 2) an exhaustive isokinetic
Supramaximal cycling exercise (TliMsypea) at 185 £ 24% of P-VOymax (i€, 640.5 +50.8 W). During cycling exercise
tests, V0,, ventilation parameters, stroke volume (SV) and heart rate were continuously recorded. Furthermore,
arterialised capillary blood samples were collected to measure blood pH, arterial oxygen saturation, lactate and
bicarbonate concentration before and 5 min after Tlim

supra-
Results: A > 5% decrease in V0, and/or SV was observed in 6 subjects, with 5 out of 6 subjects presenting both
phenomena. The magnitude of the VO, decrease was correlated with the magnitude of the SV decrease (R=0.75,

P <0.01), the peak-exercise end-tidal O, partial pressure (R = 0.80, P < 0.005) and the resting, forced expiratory volume
in1s(R=072, P<005), but not with any blood variables. The significant post-Tlims, decrease in forced vital capacity
and forced inspiratory volume corroborate with a possible respiratory muscle fatigue.

Conclusion: Based on these findings, we demonstrate that the occurrence of VO, decrease in more than half of our
subjects, during a strenuous constant-power exercise leading to a mild-acidosis (pH = 7.21 £ 0.04), results mainly from

cardio-respiratory factors and not from blood metabolic responses.

Keywords: High-intensity exercise; Oxygen consumption; Acidosis; Cardio-respiratory parameters

Background

A significant decrease in whole-body pulmonary oxygen
uptake (VOg) at the end of supra-maximal running ex-
ercise in the field has been reported (Billat et al. 2009,
Hanon et al. 2010; Thomas et al. 2005). Of note, the \%
0, decrease was concomitant with a decrease in running
velocity that could logically be considered as one of the
explanations for this phenomenon. However, it is im-
portant to note that (i) the VO, decrease was propor-
tionally larger than the drop in running velocity (Hanon
and Thomas 2011) and (ii) the final velocity was always

* Correspondence: christine.hanon@insep.fr

"French National Institute of Sports (INSEP), Research Department, Laboratory
of Sport, Expertise and Performance, 11 Tremblay Avenue, 75012 Paris, France
Full list of author information is available at the end of the article

@ Springer

greater than the velocity associated with the maximal V'
0, (VOQ,““) of each subject (Hanon and Thomas 2011).

Additionally, researchers have also observed a VO, de-
crease during exhaustive treadmill exercise performed at
a constant intensity (Nummela and Rusko 1995), (Perrey
et al. 2002). An important unresolved physiological ques-
tion therefore, is what are the mechanisms that contribute
to this phenomenon?

Gathering their 400-, 800- and 1500-m data, Hanon
et al. (Hanon and Thomas 2011), established correla-
tions between the peak blood lactate concentration
([La]) (R =0.55, P <0.05) and the magnitude of the VO,
decrease, and between the 300-m intermediate pH value
and the 400-m final VO, (R =0.86) (Hanon et al. 2010).

© 2013 Hanen et al; licensee Springer, This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons
Adtribution License (http//creativecommens.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction
in any medium, provided the original work is properly cited.
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Low blood pH values reduce the affinity of O, to haemo-
globin and contribute to an exercise-induced arterial
hypoxemia (EIAH). Harms et al. (Harms et al. 2000)
stated that VO, appears to decrease by 2% for each 1%
decrease of arterial O, saturation (SaO,), at least when
SaO, is less than 95%. Furthermore, acid—base distur-
bances have been shown to change the partial pressure
at which carbon dioxide begins to stimulate breathing
(Duffin 2005). The model simulations presented by this
author (Duffin 2005) demonstrated the importance of
the central strong ions difference (SID) in the regulation
of breathing. Therefore, an altered acid-base balance in
response to supra-maximal exercise may also contribute
to disturbances in exercise ventilation, O, transport, and
utilisation. Independant of changes in blood pH, in-
creases in blood lactate levels have also been associated
with decreases in oxygen supply (Rozier et al. 2007,
Mortensen et al. 2007) and O, extraction (Poole et al.
1994). Therefore, large ionic and metabolic perturba-
tions at the end of exhaustive supra-maximal exercise
may affect O, transport and utilisation and contribute to
the end-exercise VO, decrease.

Concomitant with the decrease in VO, observed dur-
ing exercise performed at ~95% of VOyn.y, Perey et al.
(Perrey et al. 2002) observed a decrease in minute venti-
lation (VE), tidal volume (V). Hanon & Thomas (Hanon
and Thomas 2011) also reported a strong correlation be-
tween the Vi and VO, responses observed in the last
100 m of 400-, 800-, and 1500-m races (r=0.85, P<
0.0001), suggesting that respiratory response patterns may
play a role in the VO, decrease during the latter part of
supra-maximal exercise. With little increase in alveolar O,
pressure (PAQ,) during exercise, the pulmonary diffusion
capacity becomes critical for the maintenance of arterial
O, pressure (PaO,) (Dempsey 2006), and large lungs ap-
pear to be an advantage when performing whole-body ex-
ercise (Nielsen 2003). On the other hand, large swings in
thorax movement could present negative consequences
such as excessive fluctuations in intra-thoracic pressures
(Amann 2011) or extreme respiratory muscle work and fa-
tigue (Aaron et al. 1992). Indeed, many studies having
shown that the respiratory system might affect the quality
of the O, transport during strenuous exercises (Nielsen
2003), it remains to test the contribution of end-exercise
respiratory response on the V 0, decrease.

The significant VO decline observed in the last two
minutes of a 5-10 min exhaustive test (Gonzalez-Alonso
and Calbet 2003) has also been directly associated with
the inability of the heart to maintain the rate of O, de-
livery to locomotive skeletal muscles. These authors
emphasised that the mechanisms of fatigue which
could explain the declining systemic O, delivery and V O,
during heavy exercise were complex, possibly involving
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inhibitory signals that originated in different bodily tissues
and organs. However, these authors did not concurrently
measure changes in respiratory variables, and, further, it is
not known if changes in cardiac parameters also contribute
to the exercise-induced decrease in VO, during supra-
maximal exercise lasting less than 2 min. The link between
resting lung volumes, exercise-induced cardio-respiratory
responses on one hand, and the decrease in V02 on the
other, needs to be investigated.

Therefore, the main aims of this study were to identify
the primary factors associated with the inability to main-
tain a high steady-state VO, in healthy, trained subjects.
To rule out the potential confounding influence of a de-
crease in velocity or power output, we chose a constant-
work-load cycle exercise. The subjects were tested on a
cycle ergometer in order to control the pedalling pattern
as participants fatigued (i.e., to avoid a frequency and
then a power decrease). We hypothesized that the im-
pairment of both cardiac and respiratory function asso-
ciated to metabolic perturbations would result in a VO,
decrease.

Results

The results are expressed as the group average, with cor-
responding statistical results, and for the main physio-
logical variables, as the individual responses referenced
as a letter (A to K).

Torque velocity and incremental tests

Mean values for P, and f,. were 1,318 + 191 W and
121 + 7 rpm, respectively. VOsmax and P=VOy nax corre-
sponded to 4.2+0.7 Lmin" (57.9+6.9 mL.min 'kg?)
and 350 + 32 W, respectively. The maximal blood lactate
value measured at the end of the incremental test was
13.1 + 2.5 mmol.L'l. Maximal CO, SV and HR were 25.1 +
1.5 Lmin}, 132.2 + 13.2 mL.beat! and 188 + 10 beats.min’’,
respectively.

Tlimg,pr, test

The mean performance for T-limgy, test was 51.4 +
6.9 s (range from 43 to 65 s). During this test, a mean
power (PgpraA30%) of 641 +51 W was sustained at a
mean pedalling rate of 109+ 6 rpm; the mean power
output corresponded to 185+ 24% of P-VOsmax and
49 + 3.8% of Py

Respiratory responses

The VOzpmk reached during the Tlimg,, test was equal
0 55.0 + 7.3 mL.min kg™ (95.0 + 7.6% of VOypay ). Figure 1
displays the time course of the VO, expressed relative to
time for the eleven subjects. During Tlimgpr, a VO2pmk
value was detected at 43.3 £ 5.3 s after the onset of the test
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Figure 1 Mean time course of /0, during the Tlimg,pra test in the decrease and no decrease subjects. Time course of oxygen uptake
during the Tlimg,p, test at each 5% interval-duration in the subjects who present a < 5% (white labels) and > (black labels) V0, decrease Values

are mean = SD; * : significant decrease relative to (/Ozm‘n, P<0.05.
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(~80% of the total test duration). From 80% of the total dur-
ation until the end of the test, average mean VO, for the
group, significantly decreased by 5.4+ 4.7% of the VO, o
(P <0.05). The peak VRMO, value observed at the end of
the exercise was 423.9 + 96,7 mL.min ™. This corresponded
to 11.9 + 2.1% (ranged from 8.6 to 15.0%) of the whole pul-
monary oxygen uptake.

In 6 of our 11 subjects (subjects A, B, C, D, E, F in
Figure 2), the decrease in VO, was greater than 5%,

corresponding to 9.1 +2.4% of peak values. In the 5
other subjects (G, H, 1, ], K), the decrease was between
zero and 3.5% (0.9 £ 2.0%).

During the Tlimgypy,, considering the peak (2.6 +0.5 L)
and final values (2.4 + 0.4 L), a global decrease in V' cor-
responding to 5.9 +5.6% was found (P<0.05) with no
concomitant global decrease in RF and V. This Vo de-
crease was observed in 7 subjects (Figure 2), whereas a
decrease in RF and in V (not presented in Figure 2)
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Figure 2 Magnitude of the V03, Vg, SV changes in the eleven subjects during the Tlimg,p. test. VO, Vr, SV are changes (decrease or
increase) expressed relatively to peak values observed during the constant-power cycling test (Y axis in %). A, B.....K represent the eleven
subjects classified from the greatest (on the left) to the smallest (on the right) VO, decrease. Six subjects (A to F) presented a > 5% decrease

in V0, and/or SV.
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was only observed in one (subject E) and 3 subjects
(subjects A, E and J), respectively. The decrease in VT
was 7.9 +6.4% in subjects who present a VO, decrease
(A to F) and 3.5+ 3.8% in subjects G to K who present
a <5% VO, decrease. The difference between these two
groups was significant (P<0.05) with an effect size
equivalent to 0.80.

The functional pulmonary data are presented in Table 1.
The ICC for the FVC pre-tests was 0.95 (confidence inter-
val: 0.88-0.98). The mean PprO, peak value was 122.2 +
4.8 mmHg and VR was 89.8+10.5% of the estimated
MVV. The difference between the subjects who exhibited
a<or>5% VO, decrease was significant (P < 0.05) for the
pre-exercise values of FEV, with a corresponding effect
size equivalent to 2.24.

The comparison between pre and post-Tlimgypr, (Figure 3)
data revealed a significant decrease in FEV,5, FIVC and
FVC (P<0.05).

Cardiac responses

HR values attained a steady-state value of 185+ 11
beats.min™' (98.4 + 5.0% of IT maximal HR). The high-
est CO (25.0%5.6 L.min") and SV (140.3 +33.0 mL)
mean values measured during Tlimgy,., were not dif-
ferent from maximal values recorded during the IT. In
6 out of 11 subjects (A, B, C, D, E and K), a SV decrease
of more than 5% was observed (Figure 2).

If we compare the decrease in SV in those subjects
who present a VO, decrease or not, the decrease values
in SV were 17.7 +12.3% in subjects A to F and 3.8+
8.4% in subjects G to K. The difference between the two
groups was significant (P <0.05) with a corresponding
effect size equivalent to 1.29.

Table 1 Mean (SD) spirometric data measured at rest
(pre-test) and 3 min after exercise (post-test)

Pre-test Post-test Post-test (%)

FVC 5.2 (0.8) 5.0 (0.8) * 964 (6.0)
FEV; (L) 44 (06) 4207) 1 955 (7.0)
FEVL/FVC (%) 857 (76) 847 (89) 992 (9.7)
FIVC (L) 56 (0.7) 5409 * 966 (4.7)

FIv; (L) 5.3 (06 4.7 (1.3) 90.7 (21.0)
FEY 25 (Ls™) 66 (1.5) 52(1.9)* 86.2 (326)
FEV 50 (Ls) 48 (08 47012 985 (195)
FEV 75 (Ls) 26 (09) 30(1.2) 108.5 (32.3)

* Significant difference between pre and post test at P < 0.05, 1: P=0.08.
Post-test (%) post-test expressed in % pre-test, FVC forced vital capacity, FEV;
forced expiratory volume in 1 s, FEV,/FVC, FIVC forced inspiratory volume, FIV,
forced inspiratory volume in 1's, FEVas5, 55 75 forced expiratory flow at that
point that is 25, 50 and 75% from FVC,
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Blood metabolic responses

The blood results measured before and after Tlimgyp,,
are presented in Table 2. The peak values of [La], pH
and [HCOj3] were obtained 5 min after the end of the
exercise. The SaO, value measured immediately after
stopping exercise was 92.5 + 2.7%.

Relationships between the V0, decrease and metabolic,
respiratory and cardio-dynamic data

The magnitude of the VO, decrease was correlated
with the PprO, peak values (R =0.80, P <0.005), and
the correlation with the decrease in Vi approached
significance (R =0.57, P =0.06). The magnitude of the
VO, decrease was also correlated with FEV; (R =0.72,
P <0.005) and FEV,5 (R=0.73, P <0.01) measured at
rest and post-exercise, respectively. The partial corre-
lations between VO, on one part and Vr, SV, PO,
and FEV, on the other part, were 0.52, (P > 0.05), 0.70,
0.78 and 0.71 (P <0.05), respectively. As observed in
Figure 2, 5 of the 6 subjects exhibiting a VO, decrease
also presented a SV decrease (expressed as a percent-
age of the peak value) (8.6 +9.9 mL.beat?), but the in-
verse was not verified with one subject (K) presenting
a drop in SV without a VOZ decrease. Nevertheless,
the relationship between the SV and VO, decrease
was significant (R =0.75, P <0.01). Significant correla-
tions were also observed between SV decrease and
both the peak value of PO, (R =-0.65, P <0.05) and
the resting FEV, (R=0.73, P<0.01) as shown in
Figure 4. No significant relationships (P >0.05) were
observed between the VO, decrease and the blood
data ([La] (R=-0.45), pH (R=0.10), SaO; (R=0.14)
and [HCO;] (R =0.24).

Discussion

A significant mean decrease in VO, was observed in
the last 20% of the total exercise duration. This de-
crease was greater than 5% of the peak value in 6 out
of 11 subjects, with 5 of these 6 subjects also present-
ing a decrease in stroke volume. The correlations indi-
cated that the magnitude of the VO, decrease was
linked with that of SV, and that both were negatively
linked with respiratory parameters such as peak exer-
cise end tidal O, partial pressure and resting forced ex-
piratory volume in 1 s. The strong interrelations between
cardiac and respiratory responses suggest that both
contribute to the VO, decrease during intense, supra-
maximal cycling exercise. A significant post-exercise
decrease in resting expiratory and inspiratory flow vol-
umes was observed suggesting that there was also re-
spiratory muscle fatigue.
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Figure 3 A. Main spirometric parameters recorded during the experimental session, B. Maximal flow-volume loop measured at rest
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forced expiratory flow at that point that is 25, 50 and 75% from FVC. B: in grey and black: maximal flow volume recorded before and after the Tlim,.,

VO, peak

The present study indicates that during a cycling test
performed at 185% of MAP, well-trained cyclists are able
to reach 95% of their VOymyy in less than 50 s. This is
similar to the value of 94% obtained during a 400-m
track run (Hanon et al. 2010). As reviewed by Gastin
(Gastin 2001), VO, can be as high as 90% of the athlete’s
maximum after 30-60 s. However, these previous studies
all utilized intensive cycling exercise of short duration
and initiated with a maximal starting power (Wingate
test or all-out exercise). In the present study, the power
was constant, but sufficiently elevated (185% P-VOzmgx)
to induce exhaustion in less than 60 s. Therefore, our

Table 2 Mean (SD) values for blood parameters measured
during the Tlim,,,,,, test

Pre-test 0 5 min 8 min
Sa0; (%) 952 (1.5) 925(27)* 959(1.00* 957(1.2)
[Lal (mmal.L™") 38(11) 94 (3.3)* 159 (17)* 149019 *
pH 7.39(002) 730(006)* 7.21 (004)* 7.24(0.04)*
[HCO3] (mmolL™)  23.7 (1.1) 207 (25)* 123(1.8)* 124(1.8)
paQ, (mmHg) 789(92) 762 (155 % 990(85)* 959 (14.0)
paCO, (mmHg) 388(16) 420(3.1)* 30729* 289028 *

* statistically different from the previous result (post 5 is different from
post 0,..., post 8 from post 5). P <0.05.

The blood parameters were collected 1 min before the test at the end of the
warm-up (pre-test), and at 0, 5 and 8 min of passive recovery following the
Tlimgypra test.

The blood variables are oxygen saturation (Sa0,), lactate concentration [La]
and bicarbonate concentration [HCO3], pH and partial pressure for O, (Pa0,)
and CO; (PaC0;). n=11.

protocol was successful at soliciting a large percentage
of the VOme during an intense constant-power exercise
in well-trained sprint cyclists.

VO, decrease

A moderate decrease in the mean VO, was observed
during the final 20% of the supramaximal cycle test. The
magnitude of this V0, decrease (0 to 12%) differed from
our recent results obtained during a 400-m running field
test of similar duration (50 s), in which a systematic and
greater VO, drop (15%) was observed in the final 100 m
(Hanon et al. 2010). Of note, and contrary to the present
study, this last exercise segment was performed with a
large velocity decrease. Nevertheless, a V0, decrease
can occur in exercise performed at a constant pace in a
subset of subjects, suggesting that at least some of this
decrease is independent from a velocity or power de-
crease (Nummela and Rusko 1995, Perrey et al. 2002). It
should be noted that, as in the above-mentioned studies
(Hanon et al. 2010), the VO, decrease occurred while
VOsmax was not reached.

Each step in the O, supply chain, from breathing air
to transport to the muscle cells, could influence O,
availability, especially during whole-body, maximal-
intensity exercise. Although hyperventilation produces an
increase in alveolar O, tension to overcome the diffusion
limitation of the lungs (Dempsey 2006), this could also
have negative consequences such as extreme energetic
cost, respiratory muscle fatigue, or attainment of the
respiratory reserve. Each of these factors could have
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influenced VO, during the latter stages of our exercise
protocol.

Metabolic data and the VO, decrease

The lack of a relationship between the magnitude of the
VO, decrease and the post-test blood changes is not in
accordance with our previous all-out running data. In this
previous experiment, a 23 and 12% drop in velocity was
observed in the last 100 m of 400- (Hanon et al. 2010) and
800-m (Hanon and Thomas 2011) races, respectively. The
[lactate], [HCO3] and pH were respectively 22.0 mmol.L'?,
<5 mmol.L'* and 7.00 after the 400-m race, whereas these
values were 15.9 mmol.L, 12 mmol.L* and 7.21 in the
present constant-power exercise, indicating a more mod-
erate alteration of the acid-base balance. Therefore, in this
context, we can hypothesize that the blood buffers were
not completely depleted with the result that, contrary to
the running (Hanon et al. 2010), rowing (Nielsen et al.
1999) or cycling (Bishop et al. 2007) all-out exercises, the
organism was able to prevent an additional acidosis. In
the present study, the post-exercise arterial saturation
values (92.5+2.7%) are at the limit of the definition of
EIAH (less or equal to 92%). The magnitude of the VO,
decrease (5.4%) appears to be in line with the statement
that V O, appears to decrease by 2% for each 1% decrease
of Sa0, under 95% (Harms et al. 2000). Nevertheless, no
significant correlation was observed between the magni-
tude of the VO, decrease and the present blood PaO,,
SaO, and pH values. The brief duration of this supra-
maximal exercise, the type of exercise (constant-power vs
all-out), and the chosen sport (cycling vs. running), could

explain the lower EIAH values compared to those usually
observed in well-trained runners (Millet et al. 2009).
These global metabolic results suggest that if the bicar-
bonate reserve are sufficient to eliminate excess H', the
O, saturation may not be maximally affected by the even-
tual decrease in PaO, (Nielsen 2003) and may not repre-
sent a major cause of the decrease in V O,.

Respiratory cost and respiratory muscle fatigue

During a 10-min exercise at ~95% of VOsumax » Perrey
et al. (Perrey et al. 2002) observed a significant decrease
in Vg (due to a decrease in V) in subjects who demon-
strated a V'O, decrease. In the present supra-maximal
exercise, V¢ and RF increased until the end of the exer-
cise, except in two subjects who exhibited a concomitant
Ve and VO, decrease. However, the overall significant
V1 decrease (5%), observed in eight subjects at the end
of the test, tended to be correlated with the decrease in
VO, (R=0.57, P=0.06, n=11). The maximal VRMO,
values (9-15% of the whole pulmonary V O,), similar to
the maximal values previously published (Aaron et al.
1992) and the VR values (90 + 10% of MVV), could also
raise questions about the ability to carry out this ventila-
tory load. Furthermore, the functional capacity tests
demonstrated a decrease in the inspiratory forced cap-
acity after the Tlimgypr. This result is in line with that
recorded in well-trained rowers (Volianitis et al. 2001),
cyclists (Romer et al. 2006) and swimmers (Lomax and
McConnell 2003) who experienced a reduction in in-
spiratory muscle strength immediately after exercise.
The magnitude of this decrease in the present study
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(10%) was less than post 300- and 400-m swimming
(15%), but this latter measurement was performed 20 s
after the end of the test. Based on the observation that
voluntary activation recovers almost fully by 3 min
(Bigland-Ritchie et al. 1986), we chose to collect post-
test spirometric data 3 min after the exercise in order
to exclude the hypothesis of a central activation fail-
ure. Our data demonstrating a FIVC decrease are in
line with the observation of the diaphragm fatigue
shown by Johnson et al. (Johnson and Sieck 1993)
who stated that near maximal VR values cannot be
carried out for more than 15 to 30 s. Therefore, our
data confirm that the respiratory muscle response is
likely to be affected during constant-power supra-
maximal exercise.

Respiratory reserve

Maintaining the O, alveolar pressure (P,O,) through
the stimulation of the respiratory muscles could cause
athletes to reach and even surpass the respiratory re-
serve during maximal exercise, and a small portion of
the maximal exercise flow volume and pressure-volume
envelope on expiration could approach maximal expira-
tory flow limits near end-expiratory lung volume (Johnson
et al. 1996). In the present study, only one subject reached
the resting VR values and this subject did not exhibit a V
0, decrease but, Babb (Babb 2013) stated that expiratory
flow limitation is not all or none phenomenon and that
approaching maximal expiratory flow can affect breathing
mechanics. The onset of dynamic airways compression
and subsequent airway resistance start long before expira-
tory flow becomes limited. Therefore in the last part of
the exercise, when near VOop values are attained, a
number of mechanisms for inadequate hyperventilation
are possible (Johnson et al. 1992). Furthermore, based on
the demonstration of a modified Vy response in an in-
clined versus an upright position (Grappe et al. 1998), we
cannot exclude an influence of the inclined cycling pos-
ition on the ratio between V  recorded in the cycling pos-
ition and the MVV recorded in an upright position.

Cardio-respiratory responses and V0, decrease

All subjects who exhibited a decrease in VO, also pre-
sented a decrease in SV during the exercise, and a cor-
relation was observed between the final SV data and the
decrease in VO,. The observation that CO declined
significantly before maximal heart rate was reached
confirms the results presented by Gonzales-Alonso
(Gonzalez-Alonso and Calbet 2003) and indicates that
maximal cardiovascular function was attained below
maximal heart rate. The decline in stroke volume
clearly caused the drop in CO, although the underlying
mechanisms remain obscure. The positive correlation
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between the decrease in VO, and FEV, could indicate
that expiratory intrathoracic pressure could have a
negative effect on the V O, response. Because the heart
and lungs share a common surface area, progressive
lung inflation and hyperpnea with exercise may in-
crease competition for intrathoracic space and inhibit
cardiac filling via a change in cardiac compliance (Peters
et al. 1989). Expiratory load leads to a reduction in CO re-
lated to an increase in expiratory abdominal and intratho-
racic pressure (Stark-Leyva et al. 2004). Hortop et al.
(Hortop et al. 1988) has previously demonstrated, in pa-
tients with a cystic fibrosis, a strong relationship between
the changes in SV with exercise and the FEV;. In our
trained subjects, the decrease in SV was significantly cor-
related with PgrO, and FEV}, which could corroborate
the relationship reported between SV and changes in in-
trathoracic pressure following voluntary lung inflation
(Stark-Leyva et al. 2004) and the findings of a recent over-
view emphasizing the respiratory mechanisms that impair
O, transport (Amann 2011). In those subjects with high
levels of expiratory flow, we could suggest that, in inclined
cycling position, positive expiratory intrathoracic pressure
is greater, increasing the ventricular afterload and redu-
cing the rate of ventricular filling during diastole (Miller
et al. 2007, Stark-Leyva et al. 2004) which could be dele-
terious for the maintenance of SV (Amann 2012) and
therefore V0.

Conclusions

We demonstrated that a VO, decrease occurs at the
end of a constant-power supra-maximal exercise in 6/11
subjects, with the main result being that this phenomenon
was related to respiratory characteristics and to the car-
diac response. The relationship between stroke volume
and VO, decrease confirms, for supramaximal exercise,
previous observations for longer and less intensive cycling
exercise (Gonzalez-Alonso and Calbet 2003), (Mortensen
et al. 2008). Furthermore, the influence of the respiratory
system on the V O, response observed during the exercise
in the participants who present both high resting forced
expiratory volume and exercise peak PrrO, are innovative
and confirm that the pulmonary system is a key determin-
ant of the physiologic responses before stopping a
supramaximal cycling exercise. The present data sug-
gest that the respiratory response in case of acute max-
imal exercise could be the origin of the decrease in SV
and VO, in cycling position. The relation between re-
spiratory, cardiac parameters and V0, decrease in the
case of acute acidosis remains to be tested, and we can
hypothesize that different mechanisms may be in-
volved in the VO, decrease depending on the level of
acidosis and the body position.
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Methods

Fourteen specifically trained subjects were solicited for
this study. They had at least 5 years of competitive cyc-
ling experience and trained 8 hours per week in sprint
track cycling and/or BMX. All were successful at national-
level events and none had any history of pathology of the
lower-limb muscles or joints.

Three subjects were not retained in data processing
because of signal loss in the collection of ventilatory data
or non observance of the given pedalling rate. Then,
eleven trained men (age 24.9+6.5 y, height 1.79+
0.05 m and body mass 75.3 + 8.2 kg) volunteered for this
study. They were informed of the nature of the study,
and the possible risks and discomforts associated with
the experimental procedures, before giving their written
consent to participate. The experimental design of the
study was approved by the local Ethics Committee of
Saint-Germain-en-Laye (France; acceptance n"2009-A01004-
53), and was carried out in accordance with the Declaration
of Helsinki.

Experimental protocol

The protocol, carried out during the pre-competition
period, included two sessions separated by two days: (1)
a first session consisting of anthropometric measure-
ments, resting spirometric monitoring (volume and
flow), a torque-velocity cycling test, and an incremental
test performed until exhaustion on a calibrated cycle
ergometer, (2) a second session consisting of a constant-
load, supra-maximal cycle test performed until exhaus-
tion; in a pilot study, we observed that the body temperature
was not increased by more than 1°C during this test.

During the first visit, anthropometric data were re-
corded, subjects were familiarized with the spirometric
tests to be performed in this study, and three resting spi-
rometric tests were recorded in order to test the reliabil-
ity of the measures (Figure 3). Subjects began with a
warm-up of 15 min of cycling at 100-150 W, 1 min of
recovery and a 5-s sprint. After a 5-min recovery, partic-
ipants were asked to perform three maximal cycling
sprints (5 s separated by 3 min of recovery) according to
a previous protocol (Dorel et al. 2010). Three different
resistive torques of 0, 0.4-0.7, 1-1.5 Nm/kg body mass
were applied to obtain maximal force and power values
over a large range of pedaling rates among the three
bouts. After computation, the data from the three
sprints were used to draw force- and power-velocity re-
lationships and hence to determine maximum power
(Pimax) and the corresponding specific optimal pedaling
rate (fpe) at which Py« occurred (for details, see (Dorel
et al. 2010)).

After 20 min of rest, they performed an incremental

cycle test (IT) to determine their VOomax and power
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output at VOsma (P=VOopay, ie. the power that elicited
VOsmax). The progressive protocol consisted of 6 min of
pedaling at 100 W followed by a stepped ramp increase
in power output of 20 W.min " until volitional exhaus-
tion. Participants were instructed to maintain their
chosen preferred cadence for as long as possible, and the
test was completed when the cadence fell more than
10 rpm below this value for more than 5 s despite strong
verbal encouragement. All respiratory and cardiac vari-
ables were recorded continuously.

During the second session, subjects were asked to per-
form a standard warm-up: 8 min at 150 W, 2 min at
260 W, a recovery period (i.e., 2 min), a 10-s sprint of pro-
gressively increasing intensity with the last 3 s performed
at a maximal all-out intensity, 90 s of recovery and finally
two brief all-out sprints (5 s in duration) interspersed with
90 s of recovery. After a further 10 minutes of passive re-
covery, subjects performed the cycling exercise (Tlimgp..)
at a constant power output (Pyup,A30%) for as long as
possible until exhaustion. Pgup,A30% was defined as
the supra-maximal intensity above MAP corresponding
to an increment of 30% of the difference between P,
(estimated from torque-velocity test) and P-VOsmax
(Psupradd30% = P~V Oamax + [0.3 % (Prrax—P-VOomax]) -
Subjects were required to keep a constant pedalling rate
(ie., corresponding to fo,, minus 10%). No information
relative to test duration was given to the subjects. The test
continued until complete exhaustion: either until the cy-
clists voluntarily chose to stop the exercise or until they
were no longer able to maintain their initial test cadence
(+ 3 rpm), which was considered as a failure to maintain
the required task (i.e., the target power output at a con-
stant cadence). Respiratory and cardiac responses were
recorded continuously during the entire experimental
session. Arterialised capillary blood samples (85 pL)
were taken from a hyperemized ear-lobe just before the
start of Tlimgyp, (7 min after the end of the warm-up), at
exhaustion, and 5 and 8 min during the passive recovery.

Material and data collection/processing

All testing sessions took place in a well-ventilated la-
boratory at a temperature of 20-22°C and were con-
ducted using an electronically-braked cycle ergometer
(Excalibur Sport, Lode, Groningen, The Netherlands).
Vertical and horizontal positions of the saddle, handle-
bar height, crank and stem lengths were set to match
the most comfortable and usual position of the participants.

Respiratory responses

Spirometric variables, [i.e. forced vital capacity (FVC),
forced expiratory volume in 1 s (FEV)), Tiffeneau index
(FEV/FVC), forced inspiratory volume (FIVC) forced in-
spiratory volume in 1 s (FIV;), forced expiratory flow at
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that point that is 25, 50 or 75% from FVC (FEVas5, 50 or 75)]
(Figure 2A) were measured with an ergospirometric de-
vice (Spirobank II, MIR, Roma, Italy) before and 3 min
after the end of Tlimg,.. The precision and reproducibil-
ity of the data (FEV, and FVC) have been reported (Liistro
et al. 2006). Before Tlimg,pr,, a minimum of three sat-
isfactory inspiratory and expiratory efforts were con-
ducted with the highest measurement being defined as
maximal. At the end of the Tlimgypre, and due to time-
constraints (recovery influence), only one satisfactory
measurement was asked to the subjects in order to
measure the exercise-induced changes in the respira-
tory function.

During both IT and Tlimgpra, V Oy, Vg, CO, produc-
tion ( Ve 0,), respiratory frequency (RF), Vr and end-
tidal oxygen tension (PptO,) were recorded breath by
breath with a fixed gas exchange system (Quark CPET,
Cosmed, Roma, Italy). Calibration of the gas analyser
was performed according to the manufacturer’s instruc-
tions before each test for each subject. To avoid artefacts
in recording signals, the finger was warmed with a vaso-
dilator ointment 10-15 min before starting the measure-
ment. The apparatus was automatically calibrated before
each test. During the IT, breath-by-breath gas exchange
values were smoothed (i.e, 3-s central moving average).
In order to characterize the subjects, the highest VO,
value in a 30-s period was considered as the VO -
The criteria used for the determination of VOyp,, were
threefold: a plateau in VO, despite an increase in power
output, a respiratory exchange ratio (RER) above 1.1,
and a heart rate (HR) above 90% of the predicted max-
imal HR. For the purpose of comparing, over the same
period of sampling, with the peak value of V 0, (VOzpmk)
measured during Tlimg,p., the highest 5-s average was
also determined. To determine VOngak during Tlimgpy,
(and as previously reported (Hanon et al. 2010)), values
were smoothed (i.e. 3-s central moving average) and then
a 5-s average was applied in order to compare VO, and
other ventilatory responses (Vy, RF, V), with those of
cardiac output (CO), stroke volume (SV) and changes in
Sa0, at the same time.

For Tlimpr., the end VO, value (VOpq) was de-
fined as the average during the last 5-s period and the V'
0, decrease was considered as VOzl,mk—VOZMd. The
VO, decline was considered as a VO, decrease, when
the magnitude of the phenomenon was larger than 5%
of the peak value while the power of exercise contin-
ued to be above P-VOyua, (Billat et al. 2009). The
same criterion was applied to the other cardio-respiratory
variables.

The VO, of the respiratory muscles (VRMO,,
expressed in mL.min""), was calculated from the work of
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breathing (Wp, kgmin™) using the equation proposed
by Coast et al. (Coast et al. 1993):

Wpg = —0.251 4 0.0382 Vg + 0.00176 V2,
and VRMO, = 34.9 +7.45 W

The ventilatory reserve (VR) was defined as Vi expressed
as a percent of the estimated resting MVV (maximal
voluntary ventilation):

Vi=MVV, where MVV = rest FEV, x 40

(Johnson et al. 1996).

Cardiac responses

A bio-impedance method was used to determine SV, HR
and CO (Physioflow, Manatec Type PFO5L1, Strasbourg,
France). The basis for this technique and its application,
validity and reliability for exhaustive exercise testing
have been described (Lepretre et al. 2004), and it has
been demonstrated that thoracic hyperinflation does not
alter CO (Charloux et al. 2000). For this experiment, SV,
HR and CO values were averaged every five seconds.

Blood metabolic responses

Prior to, 0 and 3 min post-IT, blood samples were col-
lected and analysed for lactate concentration using a
Lactate Pro analyser (Arkray, Japan). Prior to and post-
Tlimgpr session, arterialised capillary blood samples
(85 pL) were analysed to measure blood pH, [La], SaO,,
Pa0O, and CO, (PaCO,) and bicarbonate concentration
([HCO3]) with an i-STAT dry chemistry analyser (Abbott,
Les Ulis, France).

Statistical analysis

Data are reported as mean + SD. Because subjects did
not perform exactly the same exercise duration, data
were expressed relative to the % of total duration (every
5% of Tlimy,, duration) for Figure 1 and for ANOVA.
Changes in gas-exchange variables during Tlimg,,,, were
evaluated by a one-way analysis of variance (ANOVA),
with repeated-measures across each 5% interval, followed
by multiple comparisons (Student-Newman-Keuls) to test
the effect of time on the variables. The intra-class correl-
ation (ICC) was calculated for pre-test spirometric data.
Relationships between variables (ventilatory, cardio-
dynamic, arterial oxygen saturation, metabolic parame-
ters and VO,) at different times of the test and final
Tlimgypra performance were analyzed by a Pearson’s
correlation coefficient. In order to measure the strength
of the relationship between the VO, decrease and a given
variable, while controlling the effect of the other variables,
Pearson partial correlations were also calculated. The level
of significance was set at P<0.05, Finally, aiming to
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compare the difference in main variables, between the
subject who exhibited a >5% decrease in VO, and the
others, effect sizes (ES) were calculated using Cohen’s d.
Effect sizes of 0.8 or greater, around 0.5 and 0.2 or less
were considered as large, moderate, and small, respect-
ively. The level of significance was set at P <0.05.
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Abstract

Introduction : This study determined the effects of induced gxtercise sodium bicarbonate

ingestion (ALK) on changes in oxygen uptalyé)é )hat énd of supramaximal exercise test
(SXT). Methods. Eight well-trained cyclists completed a 70-s @ik cycling effort, in
double-blind conditions after oral ingestion ofheit 0.3 g.kg of sodium bicarbonate
(NaHCQ,) or 0.2 g.kg body mass of calcium carbonate (PLA). Blood sasplere taken to
assess changes in acid-base balance at rest, &nar@ 8 min after exercise exhaustion;
respiratory parameters were also measured atmdsaring the SXTResults At the end of

the PLA trial, which induced mild acidosis (pH =2),.all subjects presented a significant

decrease | VO,

(P < 0.05), which was related to tin@litude of decrease in minute
ventilation (‘/E ) value during SXT (r = 0.61, P < 0.01 = 8). Pre-exercise metabolic

alkalosis prevented the exercise-induced decraast®: in six out of eight well-trained
participants (PLA: 14.2 3.6% and ALK: 3.6t 0.9%, P < 0.05) and the decrease in mean

power output was significantly less pronounced ItKKA(P < 0.05). Changes in th¥O:

decrease between PLA and ALK conditions were pasitirelated to changes in thée

decrease (r = 0.96, P < 0.001), but not to chamgeswer output (P > 0.05Conclusions
Pre-exercise alkalosis counteracted ¥o& decredtsted to mild acidosis, potentially as a

result of changes iYe  and in muscle acid-base stdtuing the all-out supramaximal

exercise.

Key-words: OXYGEN UPTAKE, MINUTE VENTILATION, ACID-BASE STATUS,
HIGH-INTENSITY EXERCISE, FATIGUE, SODIUM BICARBONAE
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Introduction

Paragraph number 1Supramaximal exercise until exhaustion is charesgdrby a decline

in muscle performance at the end of exercise (Fif@96), which has been associated with a

decrease in oxygen uptak}gce2 ) (Thoreasl, 200%). This specific\‘/OZ response pattern
has been shown to occur at the end of both allbodt constant-power exercise performed
until exhaustion, particularly in well-trained agtés (Nummelat al, 1992; Gonzalez-Alonso
& Calbet, 2003; Thomast al, 200%; Mortensenet al, 2008; Hanoret al, 2010). The
decrease iryOZ has been attributed to failure oht#sat to maintain cardiac output ang O
delivery to locomotive muscles (Gonzalez-Alonso &lliet, 2003; Mortenseat al, 2008;
Hanonet al, 2010), and also to the increase in blood protah lactate concentration at the
end of supramaximal running exercises (400-, 8@BQ0-m running races) (Hanaat al,
2010; Hanon & Thomas, 2011).

Paragraph number 2.The hypothesis that metabolic disturbances mayriboé to the

VO,

decrease in at the end of supramaximal exercisgsaccordance with the relationship

observed between blood pH and e response ilashd 00 m of a 400-m running race
(Hanonet al, 2010), and with the large decrease in blood bmaate concentration ([HGO
]v) after competitive rowing (Nielsen, 1999). Botlofam (H") and lactate accumulation have

been reported to affect the excitation-contractonpling process in skeletal muscle (Fitts,

1996), and both the\]oz response and the decreasadaity at the end of 400- and 800-m
races has been related to high-metabolic distudsathomaset al, 2005; Hanonet al,
2010; Hanon & Thomas, 2011). Reducing muscle pH ralp affect energy supply
(Hirvonenet al, 1992) via established effects on glycolytic andlative enzymes (Gaitanos
et al, 1993; Jubriagt al, 2003) and the rate of oxidative phosphorylatigvalsh et al,
2002; Jubriagt al, 2003).

Paragraph number 3.Metabolic acidosis during high-intensity exercisild also induce
physiological perturbations in the,@ansport system by influencing ventilatory resgem
which have been linked to changes in acid-basenbaléLindinger & Heigenhauser, 2012)
and the affinity of oxygen to hemoglobin (Badtral, n.d.). A strong positive relationship has

been observed between ventilatory parameters (@seie tidal volume) and the decrease in

the VO: during the last 100-m of 400-, 800- and 150€4rming-races (Hanoet al, 2010),
which could reflect an hyperpnoea due to metabatitlosis (Forster & Pan, 1995). The
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runners may have hyperventilated in order to pérttmpensate for their metabolic acidosis
and to maintain an effective alveolas fressure (Miyachi & Katayama, 1999). All of these

changes suggest that if the organism is unableeticept additional acidosis, it may result in a

complex series of metabolic effects during exerdisat lead to a decrease Y2 at the end
of exhaustive supramaximal exercise.
Paragraph number 4.A limitation of the above-mentioned research ist tlia has

predominantly relied on correlations between pHnhges and physiological modifications. A

novel means to assess the effects of metaboliosisidn the end-exercise decreasé@x
would be delay the accumulation of Mia the ingestion of a buffering agent [i.e., souli
bicarbonate (NaHCg) or sodium citrate taken 90-120 min before exetc{Bishopet al,
2004). While pre-exercise metabolic alkalosis has aomrsial effects on performance
improvement during high-intensity exercise, it Hasen reported to facilitate lactate and
proton transport across the sarcolemmal membraneaf2 to enhance energy supply via
glycolytic (Hollidge-Horvatet al, 2000; Bishopet al, 2004) and oxidative metabolic

pathways (Hollidge-Horvaet al, 2000). Pre-exercise alkalosis has equivocal effen

pulmonaryvOz kinetics during heavy exercises (Nielseal, 2002; Kolkhorskt al, 2004;

Zoladz et al, 2005; Bergeret al, 2006), but could result in increased L£f@lease and
consequently may be associated with changes inlateny regulation.

Paragraph number 5Therefore, the present research aimed to investifat the first time,
VO,

the effects of altering extracellular pH on the -exércise decrease during acute

supramaximal exercise. Based on the aformentiongdies, it was hypothesised that pre-

exercise alkalosis would prevent or reduce W redse. In an attempt to verify this
hypothesis, the oxygen uptake and performance neggoof highly-trained participants were
measured during 70-s of supramaximal exercise pedd under induced alkalosis or a

placebo condition.
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Methods

Participants

Paragraph number 6Eight trained males (age 21.7 + 0.9 years, heigi® * 0.02 m and
body mass 73.4 + 2.7 kg) volunteered for this stddwey had at least five years of cycling
experience and trained eight hours per week imspack-cycling and/or BMX. All of them
were successful at national-level events. Noneaadtory of pathology of the lower-limb
muscles or joints. They were informed of the natfr¢he study and the possible risks and
discomforts associated with the experimental procesi before giving their written consent
to participate. The experimental design of the wtu@s approved by the French Ethical
Committee of Saint-Germain-en-Laye (n°2009-A0108%-5and was carried out in

accordance with the Declaration of Helsinki.

Experimental design

Paragraph number 7The testing sessions took place in a well-ventldsboratory
at a temperature of 20-22°C. In addition to a fem#ation session for all tests, the main
experiment required the participants to be testedhoee separate occasions in two weeks,
with a minimum of 72 h between each test. All eiss were conducted using an
electronically-braked cycle ergometer (Excalibuo®pLode, Groningen, The Netherlands).
The vertical and horizontal positions of the sadtkndlebar height, crank and stem lengths
were set to match the most comfortable and ususitipo of the participants. All exercise
tests were performed in the standing position.
Paragraph number 8 An initial laboratory visit was scheduled to obtalata on physical
characteristics, and to enable familiarization vitie cycle ergometer and the supramaximal
exercise test. On day two, participants performéorgue-velocity test in order to determine
their maximal power output Ry, and a graded exercise test (GXT) to determintk tieeir

maximal VO, (Vozmax) and their maximal aerobic power (MAP). At lea2 I later,
participants performed the 70-s supramaximal egertgst (SXT) 90 min after the ingestion
of either NaHCQ@ or a placebo (calcium carbonate: CalLCQA week later, participants
performed the alternate condition, and both SXTenmnducted at the same time of day to
control for diurnal effects. Participants were regd to consume no food or beverages (other
than water) 2 h before testing and were asked mebhsume alcohol or perform vigorous
exercise in the 24 h before testing.

Substance ingestion.
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Paragraph number 9Participants ingested either 0.3 gkaf NaHCQ (Alkalosis condition:
ALK) or 0.2 g-kg' of CaCQ (Placebo condition: PLA), contained within 1-g ajé
capsules, with 500 mL of water 90 min before peniog the SXT. Treatment was assigned

in a counterbalanced, randomized, double-blind reann

First test session

Torque-velocity test

Paragraph number 10Participants began with a 20-min warm-up consisthd5 min of
cycling at 100-150 W followed by a 5-s sprint. Thére participants were asked to perform
three maximal cycling sprints (5 s in duration whmin of total recovery) according to the
protocol proposed by Dorel et al. (Doedlal, 2010). Three different resistive torques of 0,
0.7-1, 1.4-1.8 Nm.Kg body mass were applied to obtain maximal force poder values
from a large range of pedaling rates during thedhyouts. After computation, the cumulated
data from the three sprints were used to draw foacel power-velocity relationships and
hence to determine maximum powep4f and the corresponding specific optimal pedaling
rate fop) at which Riaxoccurred (for details, see Dorel et al. (Daeal, 2010)).

Assessment of Maximal Oxygen Uptake and MaximalbdePower

Paragraph number 11After 20 min of rest, participants performed a g@e@xercise test to

determine their\'/02 max and their MAP (i.e. the power output achieved WNQ:I max Was first
reached). The progressive protocol consisted ofiré ah pedaling at 100 W followed by a
ramp increase in power output of 20 W.thiantil voluntary exhaustion. Participants were
instructed to maintain their chosen preferred cedems long as possible and the test was
completed when the cadence decreased more thgmilBelow this value for more than 5 s
despite strong verbal encouragement. All ventilafmsrameters and heart rate (HR) values
were recorded continuously during the test.

Second and third test sessions

70-s supramaximal exercise tests

Paragraph number 12During the & and 4" visits, participants performed supramaximal
exercise tests in one of the two conditions of sappntation (ALK or PLA). One hour after
the beginning of the supplementation, they perfarmstandardized warm-up consisting of 8
min at 150 W, 2 min at 260 W, a recovery periodnfih of rest), a 10-s sprint of
progressively increasing intensity with the lass performed at maximal intensity, 90 s of
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recovery, and finally two brief 5-s sprints inteesped with 90 s of recovery. Upon
completion of the warm-up, participants restedlfdmin before performing the SXT. Before
starting the 70-s test, participants were askeabtmme the ready position and await the start
signal. The initial work rate (p50) was held constant during the first 20 s to @voi
differences in pacing strategies between the twatsteParticipants were then asked to
maintain constant their pedaling rate (isokinetiode) at 90 rpm. The power 0 was
defined as the intensity midway between the MAP #mel maximal theoretical power
produced at the corresponding pedaling rate (détedrfrom the torque-velocity test). After
this initial period of 20 s, subjects were askedpsoform an all-out maximal effort in the
isokinetic mode until the end of the test. Stroregbal encouragement was provided to each

subject during all SXT, but no feedback on tesatan was given to the participants.

Material and data collection / processing

Performance

Paragraph number 13.During the SXT, different mechanical power outp(¥¥) were
calculated: the mean power for the entire testtPtiuring the first 20 s (P20), the last 50 s
(P50) and the last 5 s (R§. Then, a fatigue index (FI) was calculated a$.{P P20)/P20
and expressed as a percentage.

Cardio-respiratory parameters
Paragraph number 14During both sessions (GXT and SXT), breath-by-ﬂrrgge, minute

ventilation (‘ZE ), carbon dioxide productio??((:OZ ), ragpory frequency (Rf), tidal volume
(V71), and end-tidal @and CQ tensions (PET®and PETCG@) were recorded continuously
with a laboratory metabolic cart (Quark CPET, Codnfeoma, Italy). Calibration of the gas
analyser was performed according to the manufatsurestructions before each test for each
subject. The different ventilatory variables weezarded continuously during the entire

experimental protocol. For the GXT, breath-by-bnegas exchange values were smoothed
(i.e., 3-s moving average). The highé@2 value 39-& period was considered as &

max 1he criteria used for the determination'6f2 max Were threefold: a plateau -2 despite
an increase in power output, a respiratory exchaate above 1.1 and a HR above 90% of

the predicted maximal HR (HRy) (Howleyet al, 1995). To determine pea\éoz V?Zpeak )

and peakVE YE pea during the supramaximal exercise tests, valuegg wmoothed (i.e. 3-s
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central moving average) and then a 5-s averageapplsed in order to compar¥02 and
other ventilatory responseé’?oz \RI, Ve , PETQ). In the same line, entC: V@Z end

and endvE YE end Were determined in the last 5 s of the SXT. Cleanimp ventilatory
parameters were calculated pPeak value - End value)/ Peak Value * [LOUhe VO,
decline was considered \éoz decrease when the magnitude of the phenomenonange |
than 5% of the peak value observed during exeft¢ismonet al, 2013). The accumulated
oxygen consumption (AOC) was calculated from treaamder the VOcurve (L.minY). HR
was measured and recorded continuously with a hna@tmonitor (S810i and T61 electrode
belt, Polar Electro, Kempele, Finland) for eachject Finally, blood oxygen saturation
(SpOGy) was measured by pulse oxymetry with a digitabpr¢Cosmed, Roma, Italy).

Capillary blood sampling and analysis

Paragraph number 15At rest, after the warm-up of the torque-velocitptpcol, and at
exhaustion, 5 and 8 min after the GXT, 5-uL capyllalood was collected from the earlobe
and blood lactate concentration ([lkh was determined with a Lactate Pro analyser (Arkra
Japan). Before and after the SXT session, artee@lcapillary blood samples (85 uL) were
analysed to measure blood pH, arterial oxygen a@tur (Sa@), base excess (BE) and
[HCO3]p with an i-STAT dry chemistry analyser (Abbott, Lidis, France). Capillary blood
was sampled before ingestion of the test subst®tcenin post-ingestion (i.e., immediately
pre-exercise), immediately after the SXT, andrabtand 8 min of recovery. Measurements
with the I-STAT portable analyser, anaerobicallylestied (cartridges closed hermetically)
have been found to be reliable (ICC = 0.77-0.98pfiong maximal exercise (Dascomie¢
al., 2007).

Statistical analysis

Paragraph number 16.Descriptive statistics are expressed as mean =T8E.level of
significance was set at P < 0.05. Differences i\ RiIbd ALK were identified by means of
the paired student t-test or Wilcoxon signed ragst tlepending on the normality. One-way
ANOVA (1 group x 2 treatments), with repeated measufor treatment, were used to
compare ventilatory, blood and performance dataeMYlappropriate, post-hoc comparisons
were employed (Student-Newman-Keuls test). Relaligps between variables were analyzed
by a Pearson’s correlation coefficiefrt. addition, the effect size (ES) difference betwee
PLA and ALK groups was calculated for results taproached significance (P < 0.16). The
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pooled SD was used to calculate ES when the SD weegual. Cohen’s conventions for
effect size were used for interpretation, where=H52, 0.5, and 0.8 are considered as small,
medium, and large, respectiveljll statistical analyses were conducted using Skjata

software (version 3.1).
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Results

Graded exercise test
Paragraph number 17V0; max during the graded exercise test was equal to 8.47ZH_.min

! and MAP corresponded to 370.0+9.3 W. Maximal mealues of Ve , Rf and Y were
167.0+7.0 L.mift, 56.1+1.6 cycles.mify and 3.0+0.1 L, respectively. Mean values of,HR
corresponded to 190+4 beats.thin

Supramaximal exercise tests

Blood gas variables

Paragraph number 18.As shown in Figure 1, the ingestion of NaH{@roduced the
expected effects on blood acid-base status, an@fH; blood pH and BE were significantly
elevated 90 min post-ingestion and immediately teefine SXT (P < 0.05). Blood pH,
[HCOs1]p, and BE significantly decreased after the SXTathlconditions, but blood pH and
BE were significantly higher in the ALK conditiort 8, 5 and 8 min during the recovery
compared to the PLA condition (P < 0.05). After SXa]y significantly increased, but no
significant difference was observed for [Jsabetween conditions (P > 0.05). Arterial
saturation did not decrease in either the PLA oKAdonditions during the SXT (Table 1, P >
0.05).

# INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE #

VO, VCO, and ventilatory responses

Paragraph number 19As shown in Figure 2, oxygen uptake increased sieady state
corresponding to 95.2+3.6 (PLA) and 100.8+3.2 (AL%) of Vozmam with no significant

difference between conditions (P > 0.05). At thd ehthe SXT,VOZ decreased by 13.0£2.9
% in PLA (P <0.01), and 6.6+2.1 % in ALK (P < 0)@@able 1), Although there was a trend

(P = 0.16, ES = 0.89) for the effect of pre-exercdkalosis on the magnitude of Y-

decrease between conditions, this effect was goifgiant, since two participants presented
the same amplitude of®:  decrease in both conditithrveas noteworthy that for the other

Six participants, pre-exercise alkalosis signifitaprevented the magnitude P decrease
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(PLA: 14.#3.6% to ALK: 3.60.9%, P < 0.05). Furthermoré(,O2 end Was significantly lower
in the PLA condition compared to the ALK conditionall participants (P < 0.05). This value

was also significantly lower tha®z max IN the PLA condition (P < 0.05), but not in the AL
condition (P > 0.05). Finally, AOC during the tess significantly greater in ALK compared
to PLA (P < 0.05).

# INSERT FIGURE 2 AND TABLE 1 ABOUT HERE #

Paragraph number 20.As shown in Table 1’\/(:02 significantly decreased inthbo
conditions (P < 0.05), butCO: peak and \’Cozend were significantly higher in the ALK

condition compared to the PLA condition. Furtherena significant decrease Y& was also
observed at the end of SXT in both conditions (P19%9+2.4%, P < 0.01, and ALK :

4.3+2.0%, P < 0.05) in all subjects. The decreaas significantly less pronounced in the

ALK (P < 0.05) compared to the PLA condition. Thecrkase i VO, was significantly
related to this decrease Yﬁz in all eight subjects (r = 0.61, P < 0.01) andha &ix subjects
who presented a different amplitude\‘écp2 decreadeoth conditions (r = 0.72, P < 0.01,
Figure 3). The changes in ttYQz decrease betwedrlLiheand ALK conditions was highly

correlated to the change in tNé decrease (r = ®960.001, n = 8). Finally, during the
last 20 s of the SXT, PETQwas significantly reduced in the ALK condition €0.01),
whereas PETCEO(P < 0.001) was significantly higher in the ALKrabtion compared to the
PLA condition.

# INSERT FIGURE 3 ABOUT HERE #

Mechanical performance

Paragraph number 21The values for P20, P50, Rsand Ptot of the SXT are given in Table
1. During the first 20 s of the SXT, the mean powetput was not significantly different

between both conditions (P > 0.05). As shown inuFag4, this parameter significantly
decreased for both conditions (P < 0.001), andifstggnt higher values were observed for
P50 and Ptot in the ALK condition (P < 0.05 and @.&1, respectively) compared to the PLA
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condition. Furthermore, th¥0:  decrease was noteglat the decrease in power-output in

the last 50 s in both conditions (P > 0.05), areldtiference in power output between ALK

and PLA was not related to differencef2  decregse 0.05).

# INSERT FIGURE 4 ABOUT HERE #

Discussion

Paragraph number 22lIn the present study, all participants presentesigaificant VO,

decrease in the placebo condition at the end ostipegamaximal cycling exercise. The new
result was that raising the blood pH before andnguthe supramaximal exercise task via pre-
VO,

exercise ingestion of NaHGQreduced th decrease in six out of eight walhed

participants. The decrease WP: in both conditiorss welated to the amplitude N3

decrease, and the difference in t\ﬁgz decrease éetthe PLA and ALK conditions was

positively correlated with the difference in the eccease. The/©:  decrease was not

associated with the changes in power output in botigitions.

VO, decrease and blood acidosis

Paragraph number 23In the present study, \({‘02 decrease of 13% was aibetvthe end
of the 70-s supramaximal exercise in all eightipgeants in the PLA condition (Figure 2),
which confirmed previous results at the end of mgr(Perreyet al, 2002; Thomat al,
2005; Hanonet al, 2010) and cycling (Astrand & Saltin, 1961; Moenet al, 2008)
exhaustive exercises. In order to test the hypathbat pre-exercise alkalosis could reduce
the magnitude of this phenomenom, we used a loattisg of 0.3 kj body mass of NaHCD

in our experimental design. As expected, this teduin significant alterations of blood pH,
[HCO3]p and BE before the supramaximal test (Figure 1)llighye-Horvat et al, 2000;
Bishop et al, 2004), compared to the PLA condition. The effect of-pxrercise-induced

alkalosis on six participants was in accordancé wiir hypothesis, since thd:  decrease
was significantly modified from 14.¥ 3.6 % in PLA to 3.& 0.9 in ALK (P < 0.05) in these

subjects. Furthermore, AOC an®: enda Were significantly higher in the ALK condition adl
subjects compared to the PLA condition (P < 0.08)is last result is in line with the
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relationship observed betwedi?2 end at the end of 400-m race and acid-base statusumsehs
at 300-m of the race (Hanaat al, 2010). This suggests that higher blood pH vablies to

either pre-exercise alkalosis (present study) areater use of aerobic energy resources

(present study and (Hanoet al, 2010)) could influenc VO;  kinetics at the end of a

supramaximal exercise performed until exhaustion.

VO,

Decrease in and decrease in ventilation

Paragraph number 24.In the present study, our results clearly indicatiedt the Vo,

decrease was related to tMe decrease at the end of the SXT (r=0.96, P < 0.0048,
Figure 3), and that pre-exercise ingestion of NakI@&s associated with a Iarg\ér endand a
smaller end-exercise decrease“in (Table 1). Imptyt, ALK did not have a significant

effect on thevE peak during the SXT (PLA: 180.9+8.0 versus ALK: 186.9%1.min*, P >
0.05). This is in accordance with results of Niels¢ al. (Nielseret al, 2002), suggesting that
the peak ventilatory response to maximal cyclingreise was not attenuated by excess H
concentration. All these results could be explaingd a reduction of the dead space
ventilation with change in arterial (partial pressure with alkalosis (Nielsehal, 2002).

Indeed, PET@ which is a reflection of the alveolar oxygen iens was significantly lower

in the ALK condition in the present study, and cbekplain lower magnitude of th¥C:
decrease with pre-exercise alkalosis. In additibe,significant difference in PETG@t the

end of SXT between both conditions (Table 1), iamor of metabolic alkalosis allowing
buffering of protons accumulation and stimulatifgmoreceptor to counteratt decrease.

This also likely contributed to explain the sigo#nt higher\"COZ value at the end of ALK
SXT (Peronnet & Aguilaniu, 2006) and confirmed thathematical model of Duffin (Duffin,
2005) which proposed a change in the chemoreféleshold for PC@with alkalosis.

Decrease in V@and intracellular acidosis

Paragraph number 25.This decrease infC:  could also be related to thebitibi of
oxidative phosphorylation induced by acidosis ie @tontracting muscles (Jubrias al,

2003). Indeed, it has been reported that musclioais could decrease the effectiveness of
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the signals driving oxidative phosphorylation (OXPSE)) (Forbeset al, 2005), and that a
muscle pH of 6.6 produced a lower oxidative fluxngared to a pH of 7.0 at a constant
submaximal ADP concentration (Walshal, 2002). Although untested in the present study,

these cellular effects induced by acidosis cousd abntribute to explain the greater decrease

in VO, at the end of exercise in the PLA condition whxood pH values were around 7.10,
compared to the ALK condition when post-exercise phlues were ~ 7.25. Sodium
bicarbonate ingestion has previously been repddeeduce pH decrease in skeletal muscle
(Stephenst al, 2002), and, as acidosis has been reported tot @EPHOS (Forbest al,

2005), this could help to explain why subjects raadhighervozend values in the ALK
condition. In addition, pre-exercise alkalosis hasn reported to induce higher glycolytic and
oxidative pathways in skeletal muscle compareddogbo condition (Hollidge-Horvat al,
2000). This could also explain the significant l@glaccumulated oxygen consumption and

the Iess-pronounce}ﬂ02 decrease with pre-exercis¢oslk.

Decrease i VO,

and performance
Paragraph number 26ln the present study, a large decrease in meanrgmytygut during the

last 50 s in the PLA condition was measured, witless pronounced decrease in power

output in the ALK condition. However, we did notsalove a relationship between tNQZ
decrease and the change in power output durin§Xiein the PLA condition, which was in
accordance with previous results performed at ateot power output (Perrest al, 2002;
Gonzalez-Alonso & Calbet, 2003; Mortensetnal, 2008; Hanoret al, 2013) and an all-out

condition (Hanonet al, 2010). Furthermore, the smaller decreasevﬂz han ALK
condition could not be explained by a higher ihipawer output with metabolic alkalosis.
Indeed, we specifically chose to maintain the powput at a high constant level during the
first 20 s in order to avoid a faster all-out stduring ALK that would influence oxygen
uptake and exercise tolerance (Joeesal, 2008). Then, the changes in power output in the
ALK condition were similar throughout the SXT, whiowvas consistent with previous
research (Bishopt al, 2004). Although it was not measured in the presentystpdevious
research (Costilet al, 1984) has reported that these changes are assbwéh changes in

muscle pH, which support the idea that changeseiriopnance did not influence/C:

decrease in the present study, but could be affdntentracellular pH.
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Decrease in V@and subjects responses

Paragraph number 27Whereas both ventilatory parameters and power ouipte affected
by an alteration in blood pH, 2/8 participants waom-responders to pre-exercise alkalosis
for VO, decrease. It is conceivable that the limitdteats of alkalosis in these two
participants could result from the small differenoeheir resting pH values (pH difference
between ALK — PLA of 0.06) after supplementatiotmiEen both conditions compared to the
other participants (pH difference between ALK — P&f20.10). This divergence could also be
due to the fact that the capacity of fixed physieuical buffers in the blood varies and that
ventilatory compensation of metabolic acidosis alapes (Peronnet & Aguilaniu, 2006).
Then, these nonresponder participants could explay in some experiments, pre-exercise
alkalosis altered muscle fatigue and performancgdHs et al, 2013) and metabolic

responses, whereas in other studies it does (Sessidd, 2013).

Conclusion

Paragraph number 28In conclusion, even though the end-exerciSe deeresalikely to

be the consequence of several factors induced ddy-ihtensity exercise, the results of the

present study demonstrate that/Q decrease octunsth placebo and the pre-exercise
alkalosis conditions at the end of a 70-s supramakiexercise test. Interestingly, pre-

exercise alkalosis is able to reduce this decraags®ost participants. This appears to be due

to changes in th¥e  decrease as a consequencengfeshia the extracellular pH, but not to

changes in performance improvement.
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Table Legends

Table 1: Group meanK SE) physiological responses to the 70-s all osit after PLA and
ALK supplementations. n = 8

PLA: group with placebo supplementation; ALK: groupith sodium bicarbonate
supplementation; P20: Mean power output duringfitet 20 s of the test, P50: Mean power
output during the last 50 s of the test, Ptot: M@amver output during the whole 70 s of the

test; PRnd Mean power output during the last 5 s of the;t&4D, peak and VO, end peak and
end values of pulmonary oxygen uptakf£0O, peak and MCO, eng peak and end values of

expired carbon dioxideY. : pulmonary ventilation; P& and PETC@ End-tidal partial

pressure of @and CQ during the last 20 s of the test.
* P < 0.05 Significant difference between PLA and&kA
P <0.05 Significant difference from peak value
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Table 1: Group meanK SE) physiological responses to the 70-s all osit &ter PLA and
ALK supplementations. n = 8

PLA: group with placebo supplementation; ALK: groupith sodium bicarbonate
supplementation; P20: Mean power output duringfiret 20 s of the test, P50: Mean power
output during the last 50 s of the test, Ptot: M@anver output during the whole 70 s of the

test; PRnd Mean power output during the last 5 s of the;t&4D, peak and VO, end peak and
end values of pulmonary oxygen uptake&O, peak and VCO, end peak and end values of

expired carbon dioxideV, peak and V¢ end peak and end values of pulmonary ventilation;

PETQG and PETCQ@ End-tidal partial pressure of £and CQ during the last 20 s of the test.

Arterial saturation values was given at the begmgnft = 0s) and at the end of exercise (t = 70s)

PLA ALK
P20 (W) 817.4 £32.0 847.8+41.7
P50 (W) 494.8 £18.0 522.6 £ 20.8*
Ptot (W) 584.3 £ 16.8 605.6 £ 16.4*
PSnd(W) 351.5+17.9 3729+24.1
Fatigue index (%) 56.5+2.7% 55.0+4.1%
Accumulated Oxygen consumption (L.itjn 420.6 + 20.9 494.8 + 25.8*
VO, peak(L.min'l) 4.21+0.21 4.46 +0.18
VO, eng (L.min'™) 3.66 +0.23 414 +0.1%
Diﬁerenc@)etween peak and end values for Vé%)) 13.0+2.9 6.6+21
\VCO, peak(L.min'l) 56+0.1 6.5+ 0.2*
VCO, eng (L.min™) 54+0.F 6.1+0.3
Diﬁerenc@)etween peak and end values for VCO2 (%) 51+15 51+£1.6
Ve peak(L.min'l) 180.9+£8.0 186.9+7.9
Ve ena (L.min™) 163.3+9.4 179.1+8.8
Differenc@etween peak and end values for VE(%) 99+24 43 +2.0*
PETG 119.7+£1.3 118.1+£1.1*
PETCQ 38.6+£1.3 41.3+1.1*
Arterial saturation at t = 0s (%) 97.0+04 96.0.3
Arterial saturation at t = 70s (%) 97.4+0.3 9¥a.3

* P < 0.05 Significant difference between PLA andkA

¥ P < 0.05 Significant difference from peak value




Legend Figures

Figure 1: Blood pH (A),[HCOs] (B), base excess (C), afihctatg (D) responses post-

ingestion of placebo (PLA: black) and sodium bicerdte (ALK: white), 60 min post-

ingestion (Post-Ing), immediately before (Pre-ER)mediately after the 70-s supramaximal
exercise (Post-Ex) and at 5 (R5) and 8 (R8) mirthef recovery after the supramaximal
exercise test.

n = 8 for PLA and n = 8 for ALK

Figure 22 Meant SE ventilatory and gas exchange responses dura@Q@-s supramaximal
exercise test after supplementation of placebo (RilAck) and sodium bicarbonate (ALK:
white) prior to the supramaximal exercise

n = 8 for PLA and n = 8 for ALK

Figure 3: Relationships betweeWO, decrease hd decreas®.2=P < 0.01, n =6
subjects), after supplementation of placebo (PLRack) and sodium bicarbonate (ALK:
white) prior supramaximal exercise in six particif|awho presented WO,  decrease greater

than 5% in Placebo.

Figure 4: Meanx SE power output during the 70-s supramaximalaéet supplementation

of placebo (PLA: black) and sodium bicarbonate (AkKite).
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Figure 1: Blood pH (A),[HCOs] (B), base excess (C), afihctatg¢ (D) responses post-

ingestion of placebo (PLA: black) and sodium bicerdte (ALK: white), 60 min post-

ingestion (Post-Ing), immediately before (Pre-ER)mediately after the 70-s supramaximal
exercise (Post-Ex) and at 5 (R5) and 8 (R8) mirthef recovery after the supramaximal
exercise test.

n = 8 for PLA and n = 8 for ALK
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Figure 2. Meanx SE ventilatory and gas exchange responses duregQ-s supramaximal

exercise test after supplementation of placebo (Rilack) and sodium bicarbonate (ALK:

white) prior to the supramaximal exercise
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Figure 3: Relationships betweeWO, decrease ¥hd decreas@.2=P < 0.01,n =6
subjects), after supplementation of placebo (PLkack) and sodium bicarbonate (ALK:

white) prior supramaximal exercise in six particisawho presented 9O,  decrease greater
than 5% in Placebo.
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Figure 4: Meanx SE power output during the 70-s supramaximalaéet supplementation

of placebo (PLA: black) and sodium bicarbonate (Alwhite). (MAP: maximal aerobic
speedn =8
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Abstract

This study aimed to determine the effects of mdtalatkalosisonthe performance af
sprint cycling session in world-class athletes. S$iite cyclists ingested either sodium
bicarbonate(NaHCGQ;; BIC) or calcium carbonate (CaGOPLA), in a double-blind and
randomized ordeQ0-min before performing 3 x 500-m all-out sprjntderspersed with 20-
min of recovery. @e week separated BIC and PLA conditions. Bloodarbgcnate
concentration ([HC@]), pH, and lactate concentration ([bJa were measured before
exercise, 5-min after each sprint, 9-min after thst sprint. Sprint velocities, ratings of
perceived exertion immediately after each sprin aquat-jump performance (SJ) 2.5-min
post-exercise, were also asses&i@. ingestion significantly increased post warmfHC O3’

] when compared with PLA, (30.6+4.7 vs 25.3+2.6 rhixid, respectivelyP=0.003. Post-
exercise [La] was significantly higher in BIC compared to PLAndition. BIC and
associated pre-exercise alkalosis significantlgratated the decrease in SJ (BIC: 32.946.5
PLA: 30.4+£5.7 cmP=0.013, Effect Size (ES) =0.PBut had no significant effect on overall
repeated sprint performancd3=0.60, ES=0.4Y. Our results demonstrate that pre-exercise
alkalosis enhances the post-exercise SJ performameck highlight the variability of BIC
ingestion responses in world-class athletes.

Key Words: Sodium bicarbonate, track-cycling, repeated sprlattate, pH.
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INTRODUCTION

Track-cycling sprint competitions consist of 1060-s all-out sprints, repeated 3 to 4
times for cyclists making the finals. A sprintepseparation therefore often comprises of
specific training sessions aimed at increasing thigility to produce large amounts of power.
As such, sprint training sessions with long recgyv&nown to solicit glycolysis at high rates
(Hanon, Rabate, & Thomas, 2011), are performednduthe pre-competitive period. In
world-class athletes particularly, these track icgckexercises are known to induce large drop
in muscle and blood pH (Bishop, Edge, Davis, & Guoad, 2004; Hanon et al., 2011).

It has previously been shown that that both hydmogams (H) (Sahlin, 1992) and
lactate (Hogaret al, 1995) accumulation may contribute to muscle tagigFitts, 1996), but
the causal relationship is still discussed. Theefflux out of the cell can be reduced by extra-
cellular acidosis (Hircheet al, 1970), and increased by a higher extra-cellulaifeb
concentration (Nevillet al, 1989; Nielseret al, 2002; Siegler & Gleadall-Siddall, 2010).
Furthermore, Hollidge-Horvat (Hollidge-Horvat al, 2000) have shown that, under imposed
acidosis during exercice, [lLkhand intracellular [L§ were both decreased compareatively to
a control situation. This resulted from the inhinit of the glycogenolysis, by the alteration
of Phosa and phosphofructokinase function, wich is detritakrfor enery production.
Induced metabolic alkalosis, with sodium bicarbenstipplementation (BIC), 60 to 90 min
before high-intensity exercise increases the blbatfer capacity (Bishoget al, 2004
Matsuuraet al, 2007; Vanhatal@t al, 2010) and thereby enhances thedfflux from the
muscle. Also, BIC has been shown to allow gredtaii,] during exercise and this could be
explained by a greater activity of the glycolysmlér glycogenolysis metabolism, leading to
an enhanced ATP production, when compared withsidaacidosis (Bishogt al, 2004,
Lindh et al, 2008). However, the effects of BIC on performareme contradictory.
Improvements in performance during acute maximar@ge have been reported following
induced-alkalosis (Nielseet al, 2002; Lindhet al, 2008), whereas some studies have failed
to demonstrate any effects compared to a placeldittan (Zabalaet al, 2008, 2011;
Vanhatalcet al, 2010).

BIC supplementations have also been reported te bayogenic effects or no benefit
on long-duration sprint exercises (3 to 4 x 304®sipective of the recovery duration between
the sprints (5 to 30-minjParry-Billings & MacLaren, 1986; Zabalet al, 2008, 2011).
However, most of these studies were performed witirained or non-sprint-trained

participants who were not able to produce high eatrations of [H] and blood lactate ([La
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b)) (i.e., maximal values of about 7.18 and 17mM ¢t and [L&,)], respectively (Zabalat

al., 2011). A literature review (Requemta al, 2005) suggested that BIC supplementation is
effective with high-intensity exercise involvingr¢gg muscular groups. In this context, BIC
supplementation is likely to further glycolysis &mdenhance the Hefflux from the muscle,
and one would expect that BIC would be more effecin a population of well-trained
participants, known to produce large amounts gf(el.g., athletegKindermannet al, 1977;
Nielsen, 1999; Hanon & Gajer, 2009).

Another possible explanation for the lack of Bifgogenic effect reported by previous
studies would be that they have been performedharhtory condition with atypical training
designs. Therefore, the present study was designaetermine the effects &IC compared
to placebo duringa specific and typical training session in worldsdtrack cyclists We
investigated the physiological (blood responses) @arformance responses during a 3 x 500-
m all-out repeated cycling sprints interspersech v0-min of recovery, accompanied with
post-exercise jump test aimed at assessing kneeasottperformances. We hypothesized that
pre-exercise induced-alkalosis would be effectwaniprove performances in these world-

class cyclists trained to produce large amountaatite and H
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METHODS

1/ Experimental approach:

The aim of the present work was to study trackiogchnd squat-jump performance
following induced alkalosis or under exercise-ingllicacidosis. Eight world-class athletes
were recruited (convenience sample). After famgetion, participants completed two testing
sessions, separated by one week. In a double dhddandomized fashion, athletes ingested
either 0.3g.kd of BIC or a placebo of 0.2g.Kgof calcium carbonate (PLA) within 15-min,
90-min before exercise. Supplements were contawigtin 20-27 gelatine capsules, and
taken with waterad libitum Water consumption was recorded and then repticébe
supplementation during the second testing sesdBwih supplements were well tolerated by
all participants, with no reported gastro-intedtidesstress. Two participants were unable to
complete the second condition due to injury ands tBuparticipants are included in the
analysis.

Each testing session comprised of three 500-molafl-sprints, interspersed with 20-
min of passive recovery. Immediately before and-rib after the exercise session,
participants performed a squat-jump test to asbessffect of BIC on lower limbs explosive
strength (Fig. 1). Testing took place in a well-ated cycling 166-m indoor cycling track,

maintained at a temperature of 20—-22°C.

2/ Participants:

Six elite athletes (five males and one female) fith French National track cycling
have been selected to complete all the experim@ratisle 1). These athletes have already
been selected to participate in a world-level caitipa, and have all previously won a medal
at an international junior or senior event. Theyravall informed about the risks of the
experiment before giving written informed consértte experimental design of the study was
approved by the local Ethical Committee of Saintran-en-Laye (2009-A01004-53) and

was carried out in accordance with the DeclaratiolHelsinki.
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3/ Procedures:

3.1/ 3 x 500-m:

Fifty minutes after the start of the supplementatiparticipants performed a warm-up
consisting of 20 minutes of cycling, three laps 606, each) of consecutive (without
recovery) all-out sprints, followed by a 20-min treBefore the start of each sprint,
participants performed three laps in order to ret&ir optimal velocity, which was not
different from a sprint to another. Participantgeveequired to pedal as fast as possible in an
attempt to avoid pacing strategies. Strong verbhaberagement was provided during all the
sprints.

Final and intermediary completed lap times were suesd with an electronic system

(REI2, Microgate, Bolzano, Italy). The average edlpfor each lap was then calculated.

3.2/ Ratings of Perceived Exertion:

Immediately after each sprint, during the decelenaphase, participants were required
to provide a rating of their perceived exertion BRRising the Borg-RPE and Bérg-CR10
scales (Borg & Kaijser, 2006).

3.3/ Squat-jump tests:

Two weeks before the real testing session, alligggaints had two familiarization
sessions with the squat-jumps. After the warm ug@ armin 30-s after the third sprint,
participants were asked to perform three squat-gu(@ptojump, Microgate, Bolzano-Bozen,
Italy). The test was performed with hands on tipshand the knee angle controlled and set at
90°. When participants had stabilized the posiuith no backswing, the experimenter asked
them to jump as high as possible. For both the @nel post-sprints the average of the two

best jump performances was considered.

3.4/ Blood sample analysis:

Arterialized capillary blood samples (8&) were taken from hyperemic ear-lobes, post
warm-up and five minutes post sprint 1 (Post Spsjint 2 (Post Sp. 2) and also at five (Post
Sp. 3a) and nine minutes (Post Sp. 3b) of the mgoperiod following the final sprint.
Samples were immediately analysed for blood pH[B@IO3] with an i-STAT dry chemistry
analyser (Abbott, Les Ulis, France) demonstrategtiable (Dascombet al, 2007). In order
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to measure the blood lactate concentration,[Land because of the limited range of the i-
STAT system (0.30-20 mmoll), additional samples (2QL) were taken for analysis
(Biosen C-line analyser, EKF Industrie, Elektro@knbH, Barleben, Germany).

4/ Statistical analyses:

All values are reported as mean + SD. Blood pararagtycling performance and jump
performance were analysed with a two-way analysisnance (effects: condition — BIC and
PLA — and time). Where significance was achievedkel’'s post hoc analysis was
undertaken. Relationships between variables wemyzed by a Pearson’s correlation
coefficient. The level of significance wd3 < 0.05 Finally, Cohen’s d scores (average
residual/SD), for performance parameters, wereutatied to categorize the magnitude of the
error of estimation as large (>0.8), moderate (@.8); or small (<0.5) (Cohen, 1992).
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RESULTS

1/ Blood metabolic responses

A significant Condition x Time interaction was falror [HCO;] (P=0.03). Post
warm-up values were significantly higher in the Bi@nhdition compared to PLA (Fig. 2; BIC:
30.6+4.7 mmolf vs PLA: 25.3+2.6 mmol}; P=0.003 demonstrating the effectiveness of the
BIC supplementation. 9-min post sprints [H{]Owere still significantly higher in BIC
condition compared to PLA (Fig. 2; BIC: 9.1+1.7 mirtid vs PLA: 6.5+0.6 mmolf;
P=0.002. All [HCO3] values were significantly lower compared to pesirm-up values
(P<0.003), in both conditions.

A main effect of both conditionP<0.001) and time P<0.001) was found for pH. In
BIC condition, pH values were significantly high@mpared to PLA (Fig. 2). All pH values
were significantly different to post warm-up valdes both conditiongP<0.001) However no
interactions were found.

A significant Condition x Time interaction was obssd for [La,] (P<0.00)). [Lay]
increased in both conditions over the repeatedntspriln addition, post-test [l were
significantly higher in the BIC condition comparénl PLA (Fig. 3; 5-min post sp. 3: BIC:
24.0+¢3.6 mmolit vs PLA: 20.0+2.0 mmol¥; P=0.033 9-min post sp.3: BIC: 24.1+3.8
mmol.I* vs PLA: 18.5 + 2.7 mmolt P=0.009.

2/ Performance:

The average velocity during each sprint and theraaee velocity over the all three
sprints (Table 2; BIC: 17.02+0.20 rit.ss PLA: 16.97+0.18 m:§ P=0.60, ES=0.4Y were
not significantly different between the two conalits. While participant #1 and 2 did not
improve their 500-m cycling performance in BIC caargd to PLA condition. The four other
participants produced a greater average speeciBlB condition throughout the repetition
of sprints (Table 2).

A significant Condition x Time interaction was falfor SJ performance?E0.039.
Compared with PLA, BIC resulted in a significantlyegter post-exercise squat jump
performance (Fig. 4; BIC: 32.9+6.5 cws PLA: 30.415.7 cm;P=0.013, ES=0.9%

corresponding to a 7.2+3.2% improvement. This pasieffect of BIC supplementation
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ranged between 5.4 and 13.4% with the lowest etibserved for participants 1 and 2 (+5
%).

3/ Perceived exertion:

A significant Condition x Time interaction was falfor Bérg-CR10 scaleP=0.049.
The post hoc revealed no significant differencesveen conditions, Borg-RPE and Borg-
CR10 scales (Fig. 92=0.09 and P=0.87respectively). However, for both BIC and PLA
conditions, post sprint 2 and 3 scores were sicanifily different to post sprint 1 score for
both Bérg-RPE and Boérg-CR10 scales (FigP50.001). Furthermore, significant negative
correlations were found between pH and Borg saemg the whole training session (r = -
0.43,P<0.01 for CR10; r = -0.37P<0.05, n=12,for RPE), and between [HGDand Bdrg
scales (r = -0.44<0.01for CR-10; r = -0.42P<0.01, n=12,for RPE).
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DISCUSSION

The purpose of this study was to test the effedticérbonate supplementation on all-
out repeated-sprint performance in world-classisigl Although this particular population is
known to produce large levels of Hresults of this study showed no significant aygli
performance enhancement, nevertheless there wasimanoved individual cycling
performances in 4/6 participants. Furthermore, rbimaate supplementation significantly

minimized the post-exercise decrease in squat-jpenfmrmance.

Consistent with the literature, and without appeeeaof gastrointestinal distress, blood
acid-base balance was significantly altered after NaHCQ ingestion, immediately before
and during the test. This study also confirms [bat,] is higher after single or repeated high-
intensity exercise during alkalosis as comparedlta (Fig. 3)(Gaitanoset al, 1991; Bishop
et al, 2004; Lindh et al, 2008; Siegler & Gleadall-Siddall, 201This could corroborate the
positive effect of BIC on the muscle lactate effiipindinger et al, 1990),due to increased
lactate/H transporters (Bishopt al, 2004; Douroudoset al, 2006). Howeverdue to the
fact thatthe cycling performance was not significantly imped in the present study, the
potential link between increases in lactate pradacand performance has not yet been
verified (Gaitanoset al, 1991; Bishopet al, 2004; Lindh et al, 2008), meaning that the
increase in anaerobic energy contribution as thiseaf the ergogenic effect of BIC is not

confirmed for all of the participants.

This lack of global improvement in cycling perfomeas performed with long recovery
duration is in contradiction with the significanbgitive effect of BIC supplementation
observed in SJ performances. Completed after theutisprints, SJ performance was taken
as a cycling-independent indicator of explosiveerggth in the knee and hip extensors
(Gorostiageet al, 2010). After 200-m and 400-m races, a 17% and R@%t-exercise height
loss have been previously reported (Jiménez-Reyas, 2013) similar to the 20% decrease
observed in the present study in PLA condition.

The inconsistencies between SJ and cycling perfece@&ould be explained by their
differing energetic requirements. Short-duratityometric exercises, such as a SJ, could be
more sensitive to PCr hydrolysis than glycolysid #merefore be more sensitive to the post-
exercise kinetics of PCr recovery. It has been dwtmated that phosphocreatine (PCr)

recovery depends on acidity (Lodt al, 1997)and this could explain why BIC ingestion
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would have ergogenic effects on a SJ performedndumetabolic acidosis. Moreover, the
post-exercise decrease in SJ performance is small&lC compared to PLA condition,
potentially as a result of improved lactate aridefflux from muscles as well as an enhanced
buffer capacity. One can hypothesize that this tpasisupplementation effect would be
effective only in a short delay after the exeragisepecifically trained-cyclists, who present
already high levels of lactate/Hransport capacity (Pilegaaed al, 1994, 1999). This may
suggest that the lactat€/Hransport system is of importance for performadugng high-
intensity exercise. Indeed, an improved abilityrétease F from a muscle will reduce the
decrease in muscle pH for a given lactate prodagctidhich may delay the development of
fatigue.

However, Zabala et al. (Zabalat al, 2011) have reported a non-significant
improvement in countermovement jumps (CMJ) in Bl@hdition compared to PLA. This
discrepancy with our results could be explainedthy different jump tests used. SJ was
preferred to CMJ as this test is known to be lessisive to coordination abilities and more
accurate on concentric knee and hip extension memsmts (Harmaet al, 1990), making it
more specific to pedalling tasks. This present gega effect of BIC supplementation could
also be explained by differences in the participacitaracteristics (BMX athletes in (Zabala
et al, 2011)vssprinters in the present experiment), e.g., musess and muscle typology.

The high caliber of athletes (i.e., world classckrayclists) used in this study was
deemed necessary to produce very high levels afoasis. Conversely, this presented a
challenge in observing large performance improvamérhe small sample size of the present
study can be the consequence of our specific hgget Indeed, our 6 elite athletes were the
only participants that could be recruited for tlstidy. Nevertheless, one of the most
important findings of this study is the individuadd response of world-class cyclists to BIC
supplementation. In this study, 4/6 participantprioved sprint performance (+0.8 to +1.8%)
after BIC supplementation. This improvement is cstesit with the 1.7+2.0% improvement
in cycling performance following BIC supplementaticeported by Carr et al. in their review
(Carret al, 2011). It is important to note that for elitdnlates, a 2% improvement can be
interpreted as a moderate performance enhancernmmukifis et al, 2009). Indeed, an
improved velocity in the range of 0.15 to 0.32 ™(as observed individually for the second
500-m bout) may be a meaningful improvement dugogpetitions, allowing a cyclist to

modify his final result, as previously mentionedndh et al,, 2008).
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Interestingly, the two participants who did not énfrom BIC in cycling performances also
exhibited the lowest improvement in SJ performaficable 2). In addition, despite similar
post-warm-up metabolic values, these two partidpdiad the lowest post-exercise pH and
PCQ values after the first exercise. Interestinglyesin two participants also presented
increased post-cycling CR10 appreciation in BIC dibon contrary to the four other
participants who noted lesser or equivalent the @R@Apreciation. It is not clear how the
central nervous system integrates these signalsthéo sense of exercise exertion:
cardiopulmonary, metabolic and other local affesemithin the body could cause the changes
in perceived exertion during exercise. It has begrothesized that an increase in perceived
exertion during exercise could be caused Byadcumulation within the skeletal muscle
(Ament & Verkerke, 2009). In support of this ide#& found a negative correlation between
perceived exertions (Borg-RPE and Borg-CR10) anobdlacid-base balance (pH and
[HCO3]) confirming the results presented by Price etlating a longer intermittent exercise
(Priceet al, 2003).

CONCLUSION

In summary, the present results indicate that witenpared to PLA, BIC was effective
in improving SJ performance after high-intensityhawstive exercises in world-class track-
cyclists. This may be of interest for team-sp@daches and athletes, when a player needs to
combine different efforts such as multiple spriditectly followed by explosive-type actions
such as single or repeated vertical extensions l{asketball, handball and football). It is
important to note that before to use NaHG®competition, coaches and sport scientists need
to test each athlete responses as pointed out éyintler-individual variability of BIC
ergogenic effect on cycling performances.

Thus, the present work highlights the necessitfjutther investigate the potential BIC
ergogenic effects on performances, and also to ttestreproducibility of the results.
Depending on the reproducibility, more researclals needed to better understand the

difference between BIC responders and non-respsnder
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Tables and figures:

Participant 1 (M)
Participant 2 (M)
Participant 3 (M)
Participant 4 (M)
Participant 5 (M)
Participant 6 (F)
Mean + SD

500m personal record (s) - % World recor:

27.62 (89.6)
28.85 (89.5)
26.83 (92.3)
26.98 (91.8)
27.87 (88.8)
30.45 (96.8)
2810 + 140

Age (y)

18

20

21

21

18

23
202+ 19

Mass (kg)

77

85

87

91

77

60
795+11.0

Table 1: Presentation of participants’ charactess{M: male and F: female
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Height (m)
183
187
176
180
173
169

178+ 7



Table 2: Presentation of individual velocities ifins”) during the 3x500-m sprints and SJ performancesti) for the BIC and PLA conditions,
(M: male and F: female *: denotedifferent to PLA P<0.05); #: denotes different to post warm-up<Q.05).

First 500-m Second 500-m Third 500-m Post warm-up SJ Post sprints SJ
PLA BIC PLA BIC PLA BIC PLA BIC PLA BIC

Athlete 1 (M) 16.66 » 16.12 17.16 A~ 16.98 17.27 A~ 17.05 36.00 ~ 35.85 29.80 -~ 28,50
Athlete 2 (M) 16.97 A~ 16.87 1745 A~ 17.44 17.66 A~ 17.50 27.80 ¥ 28.05 20.95 ¥ 22.65
Athlete 3 (M) 16.83 » 16.96 17.31 » 17.55 17.92 » 17.93 43.40 ~a 41.85 3545 37.05
Athlete 4 (M) 16.82 17.02 1735 » 17.67 1753 » 17.73 40.10 » 40.60 31.50 37.35
Athlete 5 (M) 16.56 w 16.82 1693 » 17.08 17.09 » 17.25 46.10 -4 43.35 36.60 »  39.70
Athlete 6 (F) 16.83 » 16.96 1580 » 16.01 1541 » 15.48 3350 » 34.45 28.10 » 31.95

Mean + SE 16.78+0.15 16.79+0.34 17.00+0.61 17.12+0.61 17.15+0.90 17.16+0.88 37.70+8.54 37.40+5.70 30.40+5.66 32.90+6.50*
The arrows indicate the supplementation effectenfiopmances, with grey arrows indicating the inetifee effect of BIC supplementation.
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Figure captions

Figure 1: Presentation of protocols performed for the 3xB0@H-out sprints with 20-min of

recovery between each sprint

Figure 2: pH and HCQ@ concentration during the 3x500-m all-out sprintteraeither
NaHCG; (n=6) or Placebdn=6) ingestion, after warm-up (Post warm-up), 5-mint@psints
1 and 2 (Post sp. 1 and Post sp. 2), and 5 andh®aost sprint 3 (Post sp. 3a and Post sp.3b,

respectively). *: denotes different to PLR<0.05); #: denotes sprint effect from post warm-
up (P<0.05

Figure 3: Blood lactate concentration ([LP during the 3x500-m all-out sprint test for the
BIC (n=6) and PLA(n=6) conditions, after warm-up (Post warm-up), 5-mirstpgprints 1
and 2 (Post sp. 1 and Post sp. 2), and 5 and Pasnsprint 3 (Post sp. 3a and Post sp.3b,

respectively). *: denotedifferent to PLA P <0.05); #: denotes sprint effect from post warm-
up P <0.05

Figure 4: Squat-jump test results for the PL(A=6) and BIC (n=6) conditions. *: denotes
different to PLA P <0.05); #: denotes time effect for both conditio®s<0.05

Figure 5: Borg-RPE and CR10 results for the 3x500-m allgprints, 5-min post sprints 1, 2
and 3 (Post sp. 1, Post sp. 2, Post si3)6). #: denotes sprint effect from post sprint 1
(P<0.05

280



Figure 1: Presentation of protocols performed for the 3xB0@H-out sprints with 20-min of
recovery between each sprint.
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Figure 2: pH and HCQ@ concentration during the 3x500-m all-out sprinfteraeither
NaHCG; (n=6) or Placebdn=6) ingestion, after warm-up (Post warm-up), 5-mint@psints

1 and 2 (Post sp. 1 and Post sp. 2), and 5 andh@aost sprint 3 (Post sp. 3a and Post sp.3b,
respectively). *: denotes different to PLR<0.05); #: denotes sprint effect from post warm-
up (P<0.05
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Figure 3: Blood lactate concentration ([P during the 3x500-m all-out sprint test for the
BIC (n=6) and PLA(n=6) conditions, after warm-up (Post warm-up), 5-mirstpgprints 1
and 2 (Post sp. 1 and Post sp. 2), and 5 and Pasnsprint 3 (Post sp. 3a and Post sp.3b,
respectively). *: denotedifferent to PLA P <0.05); #: denotes sprint effect from post warm-
up (P <0.05
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Figure 4: Squat-jump test results for the PL(A=6) and BIC(n=6) conditions. *: denotes
different to PLA P <0.05); #: denotes time effect for both conditio®s<0.05
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Figure 5: Borg-RPE and CR10 results for the 3x500-m allgprints, 5-min post sprints 1, 2
and 3 (Post sp. 1, Post sp. 2, Post sp.3), undeelpb ¢) or induced-alkalosise() (n=6). #:
denotes sprint effect from post sprintP(.05).
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Key points

Preexercise-induced alkalosis such as sodium lioath supplementation (BIC) has
beneficial effects on several proteins involvednnscle pH regulation.

Combining BIC with an acute bout of repeated-sprint the present study allows an
up-regulation of MCT1 (lactate/proton cotranspofierCD147 (a protein chaperone of
MCT1) and NHE1 (sodium/hydrogen exchanger 1) 24tér dhe end of exercise in
recreationally active participants compared toptlaeebo condition (PLA).

All together these upregulations suggest a protomptex regulation between
sarcolemma and mitochondria in addition to theakecshuttle, since the level of these
proteins (MCT1 and NHE1) were highly correlatedhwilhe protein expression of the
cytochrome C oxidase IV (COX IV), an index of oxigdta metabolism.

We also show that muscle oxidative stress was eztlwehen blood acidosis was
counteracted, and this suggests a deleterious tetfeqrotein carbonylation on
expression of these proteins.

The upregulation of these proteins in BIC conditg@ems not to be regulated by the
activity of AMPK during the first 24 h after the @f an acute bout of repeated-sprint
exercise.

Furthermore, MCT4 (lactate/proton cotransporteiCAIl (Carbonic Anhydrase Il), and
NBCel (sodium/bicarbonate cotransporter) proteipr&ssion were not sensitive to
preexercise induced alkalosis in the first 24 brdfte end of exercise.

Our results establish that metabolic alkalosis pked by supplementation could
enhance the adaptations induced by the contraattigity for some proteins involved
in pH regulation and lactate transport.
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Abstract

The aim of this study was to determine the eff@fthigh-intensity exercise, with or
without induced blood alkalosis on sarcolemmal girst involved in pH regulation and on
oxidative stress in human skeletal muscWe also sought to determine whether
monocarboxylate transporters 1/4 (MCT1/4) mRNAsengynamically regulateith response
to both acute exercise and induced-alkalosis. Eaghive men performed a 3 x 30-s cycling

test following either placebo (PLA) or sodium biwanate (BIC) supplementation. Blood

samples were analysed for pH, bicarbonateC(};]) and lactate ([Lg) concentration
measurements. Muscle samples were obtained atmesgdiately after exercise, 6 h, and 24
h after exercise. Cluster of differentiation 147D@27), monocarboxylate transporter
(MCT)1/4, electrogenic sodium/bicarbonate cotrangwol (NBCel), sodium/hydrogen
exchanger 1 (NHE1) as well as protein carbonylasiod lipid peroxidation were measured
by western blotting in theastus lateralisBIC, compared to PLA, significantly increased pH

and [HCQ] (P < 0.05), but no differences in [La—] were foundhM no performance
differences were noted between conditions, BICiBagmtly reduced the increase in protein
carbonylation P < 0.05), compared to PLA, provoked by exerciserd® h of recovery and
allowed an increase in protein expression for MCTD147 and NHE1K < 0.05). No
differences were reported for NBCel and MCT4 castamd lipid peroxidationR > 0.05).
No mRNA variations were recorded ¢ 0.05). These results suggest that some protein
expression were sensitive td Bccumulation during exercise, which could be imedlin the

oxidative stress activation during recovery.

Key-words: acid-base regulation, sarcolemmal trarteps, acidosis, lactate, sprint exercise
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Introduction

Intense muscle contractions result in an increased-mitochondrial adenosine
triphosphate (ATP) turnover, contributing to thewnulation of hydrogen ions () which
have been reported to affect ion regulation (Robetgal., 2004), enzyme activity (Hollidge-
Horvat et al., 2000) and oxidative phosphorylat{dabrias et al., 2003). Removal of H
during intense skeletal muscle contractions oceiaren-vitro muscle buffering (Bishop et al.,
2004c; Edge et al., 2006a) and via a number oguwfft ion transport systems (Juel, 1997). In
this context, the sarcolemmal monocarboxylate pariesrs MCT1 and MCT4, which
mediate lactate and proton transport, play an itaporole in the regulation of intracellular
pH (pHi) during high-intensity exercise (Juel et 4B94; Juel, 1996, 1997; Messonnier et al.,
2007). Proton efflux is also regulated by the’ /N& exchanger 1 (NHE1) system, which is
less important during exercise than at rest (JL@98; Mohr et al., 2007), and by transport
systems involving bicarbonate, such as the Natfawmte co-transporter (NBCel)
(Kristensen et al., 2004; Thomas et al., 2007)ddition, both NBCel (Becker et al., 2004)
and Carbonic Anhydrase isoform Il (CAIl) (Becker &t, 2005) have been reported to
enhance the transport activity of MCT1.

The expression of MCT1 and MCT4 seems to be depgradeinnervation pattern and
muscle activity level (Bergersen et al., 2006).eed, increases in MCT content has been
reported after all-out sprint (Pilegaard et al.999Bickham et al., 2006; Burgomaster et al.,
2007; Mohr et al., 2007) and high-intensity intériraining (Juel et al., 2004; Bishop et al.,
2008a), whereas one week of detraining, after spraaning in humans, leads to a lower
MCT1 and MCT4 content (Burgomaster et al., 200 8sjite limited research, it appears that
both MCT1 and MCT4 belong to a class of proteirat ttan be rapidly affected by an acute
bout of exercise. NHE1 (Juel et al., 2004; Mohmakt 2007) and NBCel (Thomas et al.,
2007) content is also altered in response to chrbigh-intensity exercise but, to the best of
our knowledge, no data are available on the effettacute exercise on these proteins. A
hypothetical time course for the response of MCTatmte exercise has been proposed
(Thomas et al., 2012). After a brief decrease iatggn content immediately after short
exhaustive contractile activity in rats (Tonouchiag, 2002) and in humans (Bishop et al.,
2007), no change has been reported from 30 minho2@ min (Dubouchaud et al., 1999;
Eydoux et al., 2000; Bickham et al., 2006), whiteug-regulation has been observed between
5-24h after the beginning of exercise in rat (Ca@eal., 2004). However, this model needs to
be confirmed, and one might also expect a cooreicheggulation of other proteins involved

in muscle pH regulation after acute high-intensitgrcise in humans.
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A novel means to assess this hypothesis would Iz tlee accumulation of Hvia the
ingestion of a buffering agent [e.g., sodium bicerdite (NaHCG) taken 90-120 min before
exercise] (Bishop et al., 2004a). Using this appino& has previously been reported that rats
ingesting NaHC@before exercise training sessions had signifigagriéater improvements in
MCT4 content after five weeks of exercise trainfiomas et al., 2007). These results raise
the intriguing possibility that pH may affect thgeecise-induced expression of genes and
nuclear-encoded proteins that regulate skeletatlay.

Based on the aforementioned studies, it was hypisibe there would be an altered
expression of proteins involved in muscle pH regafaduring the 24 h following an acute
bout of high-intensity exercise, and that minimggithe decrease in muscle pH that occurs
during this type of exercise may promote greatesr@ge-induced changes in genes and
proteins associated with skeletal muscle pH regulatTo test these hypotheses, the
metabolic and performance responses of recrealyeaetive participants were measured
during three 30-s all-out exercise bouts performeder induced alkalosis or a placebo
condition, and muscle biopsies were performed stt rmmediately post-exercise, and 6 and

24 h post-exercise in both conditions.
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Methods

Subjects

Eight healthy men (age: 22 + 4 y, height: 179.6 .Z Bm, mass: 80.3 = 13 kg,
VO,max: 44.3 + 5.5 mL.min.kY volunteered to participate in this study. Thetipgrants
were active students, who participated in some fofnphysical activity several times per
week. All participants were deemed healthy basedheir response to a routine medical
screening questionnaire. They were all informeduabibe risks and requirements of the
experiment before giving written informed consdrte experimental design of the study was
approved by the Human Research Ethics Committeéiasbria University and was carried

out in accordance with the Declaration of Helsinki.

Experimental design

An initial laboratory visit was scheduled to obtalata on physical characteristics and
each individual's maximal oxygen consumption, aadpérform a familiarization with the
supramaximal exercise test and a single Wingate(8sssion 1 At least 48 hours later,
without any intervening intense physical activifiparticipants returned to the laboratory for
the second sessiofd€ssion 2Adescribed in Figure 1. After a resting biopsyloiwed by a
standardized breakfast and sodium bicarbonate acepb supplementation, participants
performed three 30-s Wingate tests, each sepabgt@® min of rest (3-WT). Immediately
after exercise and 6 hours later, skeletal musidpsies were collected. Then, twenty-four
hours after the end of exercise, participants netdito the laboratory for another biopsy. All
participants returned 6 days later (the same ddysame hour as the first resting biopsy) to
perform the same testing session procedure witlalteenative supplemeng&éssion 2B All
exercise tests were performed in a laboratory wtergeratures were ranged between 20 to
22C. To minimize any potential exercise and/or dnetticed variability in measurements,
participants were asked to refrain from vigorousvayg and the ingestion of caffeine, alcohol

or other drugs for 48 h before sessions 2A and 2B.

Details of experimental procedures

Session 1
Graded Exercise Test (GXTAIl participants performed a graded exercise testan
electromagnetically-braked cycle ergometer (Lodedtikur Sport V2.0; Groningen, The

Netherlands). During the test, oxygen uptake {/@arbon dioxide production, and minute
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ventilation were measured breath by breath by metwalidated (Rosdahl et al., 2013)
metabolic cart (Moxus Modular VMOSystem, AEIl Technologies, Pittsburgh, PA). The
exercise test increments were designed to exhlaestubject within 10 to 15 min. Each stage

consisted of a 1-min exercise period and increagezD W.

Force-Velocity Test (FVT).

After a 5-min warm-up, this test consisted of tleeatition of short, maximal, cycle
sprints (Lode Excalibur Sport V2.0; Groningen, THetherlands), using different braking
forces. Each sprint was completed in 5 s, corredipgnto the time it takes for a healthy
motivated participant to attain his maximal velgcitfter the starting signal. In a random
order, participants started the test against thewog three friction loads: 0.3, 0.6, or 0.8
Nekg™ of body mass. After at least a 5-min rest periethieen each sprint, participants were
told to remain on the saddle and to perform thet spxint. Each participant was verbally
encouraged.

These sprints allowed us to familiarize the sulsjegith the cycle ergometer and to
calculate the optimal friction load to be used dgrsessions 2A and 2B. The velocity, force,
and power values (averaged per half-pedal revelutiecorded during the acceleration phase
of the three sprints were used to draw the indidarce- and power-velocity relationships
(Arsac et al., 1996). The optimal values of friatiftorce and velocity at which the highest

power output was reached were determined from ttedggonships.

Session 2A and 2B

3 x 30-s all-out exercises (3-WT) and NaH&OpplementatiorParticipants performed
a warm-up that began with 8 min against a load58f & and 2 min at 260 W. This was
followed by 2 min of rest before performing thre@d efforts at 300, 400 and 500 W — each
separated by 90 s of rest. Participants then résstee sitting position before performing the
main exercise test session, which consisted of38-8 WT separated by 20 min of rest. For
each sprint, the pace was not controlled, which nedghat participants were required to
complete each 30-s effort with a maximal efforinfrthe beginning. The resistance was set as
7.5% of the participants body mass, according ®vipus study protocols (Gibala et al.,
2006). Strong verbal encouragement was providedatth participant during all maximal
exercises. Participants were informed of the titag@sed after 15 and 20 s of exercise, and

then received a 5-s countdown until the end. Thampewer (Reay, peak powerdpeay, and
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end power (B outputs were determined. The fatigue index (FlIthe all-out test was
calculated as: [(Fax— Peng) / Pmad X 100.

Supplementation.

Ninety minutes before the start of this exercist session, participants ingested either
0.3g°kg* of NaHCQ (BIC) or 0.2gekd of calcium carbonate (PLA) contained within
gelatine capsules. Ingestion took place during #tutas, and with water ad libitum (Edge et
al., 2006b). However, for both conditions, subjegtse required to drink the same quantity

of water. Treatment was assigned in a counterbathmandomized, double-blind manner.

Rate of Perceived Exertion.

Immediately after each 30-s effort, and beforeiggtoff the bike and sitting down for
the 20-min rest period, participants were requitedorovide a rating of their perceived
exertion (RPE) using two scales. The first was gdibt (6 to 20) scale estimating cardio-
respiratory exertion, where a rating of 6 reflemtsrcise that is very, very easy and a rating of
20 reflects maximum exercise. The second scale QCRAs an 11-point (0O to 10) scale
estimating muscular pain, where 0 reflects no paid 10 reflects a maximum pain (Borg &
Kaijser, 2006).

Blood analyses

Capillary blood samples (81.) were only taken during the 3-WT at rest, postma
up, and at 3, 5 and 9 min after each sprint frorhyperemized fingertip in order to
immediately measure the blood lactate concentrafiom ]) using a lactate analyser (2300
STAT Plus, YSI Inc., Yellow Springs, OH), pH andcaibonate concentration ([HG))
using an automated blood gas analyser (Rapidpd@&i &iemens Healthcare, Melbourne,

Australia).

Skeletal muscle analyses

Skeletal muscle biopsieBuring each session, four muscle biopsies werlopeed by
an experienced medical practitioner at rest, imatetii after the end of the third exercise test
(within 10 s following the completion of the exeseibout), and 6 h and 24 h later (at rest) in
both conditions. Before any incision was made i@ $keletal muscle, the skin and fascia
overlying the vastus lateralis muscle were anatgtdteusing 5 mL of 1% Xylocaine. For the

first biopsies (on day 1), two incisions were madee to be used immediately for the rest
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biopsy and the other was closed with a Steri-Sing was used immediately after the third
sprint. Other biopsies were taken approximatelynil foom the previous biopsy site. The
muscle was taken from the vastus lateralis (halflvatyveen the knee and the hip) of each
participant using the 5 mm Bergstrom needle tealmioodified with suction (Evans et al.,
1982). Muscle samples were blotted free of anyalisliood on a filter paper. The muscle
samples were immediately snap-frozen in liquidogiéen and stored at -80°C until subsequent

analysis.

Muscle pH and [F]. Freeze-dried muscle samples (~2 mg dry mass§ wisected
free of visible blood, fat, and connective tissmel domogenised on ice for 3 x 30s in a 10
mM solution of the glycolytic inhibitor NaF (30 ntgm per 1 mL of NaF). pH measurements
were performed at 37°C with a microelectrode (MB4Microelectrodes, Bedford, NH)
connected to a pH meter (Lab 850, Schott Instrumm&mbH, Mainz, Germany). After
allowing 5 min for the sample to equilibrate to f@rature, pH measurements were recorded

every minute for 5 min and the average of valuesfB-5 min taken as the pH of the sample.

Sample preparation for western blotting. Samplesnaécles homogenates (20 pg of
proteins) and a prestained molecular mass markao(Bedex 06P-0211, 10-250kDa) were
separated on Nupage 4 to 12% BisTris gels of 1.5(280V for 60 min — NP0335BOX) with
the Novex system (Invitrogen, Groningen, The Nd#mels) in buffer B (MOPS-SDS [1 M
MOPS, 1 M Tris Base , 69.3 mM SDS, 20.5 mM EDTA, IDHO to adjust to the right
dilution, pH 7.7]). We used a large, single sangfl@ human biopsy as an internal standard
to serve as a control for all gels. Proteins weamdferred from the gels to nitrocellulose
membranes (101 mA for 75 min), and membranes viiere incubated on a shaker for 90 min
in a blocking buffer at room temperature (Odyssd3f@cking Buffer; LI-COR, Cat. #927-
40000; phosphate-buffered saline (PBS) containiigoOsodium azide; Euromedex). The
membranes were incubated overnight at 4°C withptiraary antibodies (1:500) in blocking
buffer (MCT1 and MCT4: personal antibodies (Thonwsal., 2005), CD147: sc-9757
SantaCruz, NHE1l: MAB3140 Millipore, NBCel: AB3212 ilipore, CAIl: sc-25596
SantaCruz, COX IV: 4844S Cell signaling, AMPK: 253Zell signaling, pAMPK: 2531S
Cell signaling), followed by three 5-min washesHABS-Tween buffer (PBS 1x [140 mM
NaCl, 2.68 mM KCI, 10.14 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PQ# 7.4] + 0.25% Tween 20)
and one 5-min wash in PBS 1x buffer. Then, memlsravere incubated for 45 min with the

secondary antibody in blocking buffer. Membranesrevgvashed again as previously
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described, and protein expression was detectechbgneed immunofluorescence (Odyssey
Infrared Imaging System LI-COR Biosciences, Scideoe Courtabceuf, France). Alpha-
tubulin (T6074 Sigma-Aldrich, 1:2000) was used dsaaling control for each protein density
quantification. Protein band densities were catealdrom the sum of the peak intensities by
using the ImageJ software (http://rsbweb.nih.gbrfex.html). No gamma transformation
was applied for the calculation. Results were esgmd in arbitrary optical density units as

previously used (Thomas et al., 2005).

MRNA and g-PCR. Total RNA was isolated using TRIZthvitrogen, Fisher
Scientific). To avoid genomic DNA contamination aathplification during PCR, RNAs
were treated with DNase-RNase free (Euromedex, f8adyersheim, France) before RT.
Briefly, 5 mg of total RNA was denatured at 70°Qlahen reverse transcribed at 42°C for
120 min following the manufacturer’s instructioAgnounts of cDNA were adjusted for each
primer pair to be in the linear amplification rargad to give the same quantity of amplified
cDNA with eukaryotic elongation factonXEEF 1) primers.

To quantify expression of genes of MCT1 and MCTAN&s were used as templates
in SYBR Green | Master real-time g-PCR assays aightCycler 480 (Roche Diagnostics,
Meylan, France), in a total volume of 10 mL. Samgéta were analyzed according to the

comparative cycle threshold method and were nom@alby stable reference gene of E&EF1

Indices of oxidative stress.

Total protein oxidation. 5 pL of 12% SDS were adtteéach previously homogenized
sample (5 pL) containing 15 pg of protein. All saespwere then reduced in 2,4 DNP (2,4-
Dinitrophenol) after a 15-minute incubation period 10 pL of 2,4 DNPH (2,4-
Dinitrophenylhydrazine) (Oxyblot) (“regular sampjeln the same time, a “negative control”
sample was prepared similarly, but DNPH was repldmg 10 pL of a standard reduction
solution (Oxyblot). After 15 minutes at room temguere, 7.5 pL of neutralization buffer
(Oxyblot) were added to each sample with a 5% velwhp-mercaptoethanol. Then, the
“regular sample” and the “negative control” werdhboun on Nupage 4 to 12% BisTris gels
of 1.5 mm (200V for 60 minutes — NP0335BOX) andngfarred on nitrocellulose
membranes. Membranes were first saturated in bigckuffer (Odyssey® Blocking Buffer;
LI-COR, Cat. #927-40000; phosphate-buffered sallPBS) containing 0.1% sodium azide;
Euromedex) for 1 hour at room temperature and theobated with the first antibody

(Oxyblot) (1:150) overnight at 4°C in blocking beiff After 4 washes (same protocol as
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describe for western blots), membranes were inegbftr 45 min with the second antibody
(Oxyblot) (1:300) coupled with HRP (horseradish qpagdase) at room temperature. The
densities of all bands in a given column were addgéther and considered as the Oxyblot
value for the sample.

Total lipid peroxidation. The 4-hydroxy-2-nonenal-KINE: sc-130083 SantaCruz)
analysis is based on exactly the same principld tmeclassic western blots, with a dilution
of the first antibody equal to 1:500 and to 1:18®0the second antibody. The densities of all
bands in a given column were added together andidemed as the 4-HNE value for the

sample.
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Statistical analyses

All data were tested for normality using the SheyWilk test and are reported as
means and standard error (mean £ SE). Data wakysa&d using a two-way repeated-
measures ANOVA (effects: condition — NaHE8upplementation and placebo — and time).
Where significance was achieved, Tukeptsst hocanalysis was undertaken. Relationships
between variables were analysed by a Pearson’slaton coefficient. Significance was
taken at the level oP < 0.05. All analyses were performed by a seniotisstaian using
SigmaPlot (Systat Software, Inc., San Jose, Cald@igtUSA). The Department of Statistics of

the University of Montpellier Hospital performedsstical analysis.

297



Results
Blood parameters in response to exercise and irdlatiealosis

The ingestion of NaHC®had the expected effect on blood acid—base stdtus.
repeated-measures ANOVA revealed a significantracteon effect (time x condition) on
blood pH valuesK < 0.001; Figure 2A) as well as a significant efffear condition P <
0.001) and timeH < 0.001). As shown in Figure 2A, the pH values soeed at rest, were
7.39 £ 0.01 and 7.44 £ 0.01 for PLA and BIC respety (P < 0.05). Also, PLA pH values
remained significantly lower until the end of exsec(PLA: 7.14 £ 0.0¥sBIC: 7.27 + 0.04;

P < 0.001). At the start of the 3-WT, blood [HGJAQvas 16.90 + 1.41 mmol:tin PLA and
22.11 * 2.14 mmol.! in BIC (P < 0.01; Figure 2B). There was also a significafea on

blood [HCG;] across conditionH < 0.01) and timeR < 0.001). No significant effect across
time or condition was noted for [[a(JLa"] ma< PLA: 10.9 + 0.AsBIC: 11.7 + 1.1 mmol.L};
P > 0.05, Figure 3)

Muscle pH and [H] in response to exercise and induced alkalosis

For both muscle pH and [H there were no significant differences betwee\Rind
BIC for all time points (rest pH: PLA: 6.88 £ 0.86 BIC: 6.88 + 0.04; post-exercise pH:
PLA: 6.56 £ 0.09vsBIC: 6.59 £ 0.09P > 0.05, Figure 4). However, for both parameterd an
both conditions, immediately post-exercise valuesrewsignificantly different from rest
values P < 0.001), with no differences between +6 h and k24 resting valued?(< 0.001,;
Figure 4). Immediately post-exercise “[Hincreased twofold in both conditions, which

corresponded to a 0.3 decrease in pH values.

Mechanical performances and psycho-physical scores

Table 1 reports the parameters of performance duthre 3-WT exercises. No
significant time or condition effects were measubetiveen PLA and BIC condition during
the whole 3-WT for Rax(PLA: 863 + 25vsBIC: 833 + 29 WP > 0.05), Riean(PLA: 655 £ 9
vs BIC: 637 + 2 W;P > 0.05), Ryq (PLA: 313 £ 21vs BIC: 381 + 11 W;P > 0.05) or FlI
(PLA: 50.8 = 1.6%vs BIC: 45.7 £ 2.2%P > 0.05). There were no significant effects for the
whole 3-WT between PLA and BIC for both RPE scélsrg = PLA: 15.6 £ 0.sBIC: 16
+ 0.4; P > 0.05; CR10 = PLA: 7.8 £ 0.4s BIC: 7.2 £ 0.02;P > 0.05). No significant
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correlations were observed between performancatigue indices and the values for muscle
protein content described below.

Effects of exercise and induced-alkalosis on s&kfetiscle oxidative stress

Several oxidized protein bands in thastus lateralisnuscle of our participants were
detected. There was a significant interaction (tno®ndition) for relative abundance of total
proteins oxidizedR < 0.05). As shown in Figure 6, oxidized proteinrev@3.8% higher in
PLA condition 24 h after the end of exercise coradato immediately post-exercisE €
0.01). Furthermore, values were significantly lowerBIC condition compared to PLA
condition 24 h after the end of exercise (-30®6 0.01). There was no condition or time
effect for both conditions when looking at the legtlipid peroxidation (i.e., 4-HNE R >
0.05, Figure 6).

Effects of exercise and induced-alkalosis on skkehetiscle protein abundance

MCT4. There was no significant time effect from rest tbiRafter the 3-WT exercise
for MCT4 content in PLA, and a large variability svabserved between subjects (Figure 5).
In the BIC condition, there was no significant cioth or time effect from rest to 24 h after
exercise, even if MCT4 expression increased by%2rom 6 to 24 h post-exercise in BIC
compared to only a 5.3%increase in PLFAX 0.05; Figure 5). MCT4 gene expression was

not significantly different for all time points lve¢en conditions.

MCT1.Muscle MCT1 content tended to decrease in PLA idiately, +6 h and +24 h
after the 3-WT exercise, compared to resting camditbut there were no significant time
effects P > 0.05; Figure 5). In the BIC condition, MCT1 cent tended to increase 6 and 24
h after exercise, but again there were no sigmficeme effects P > 0.05). However, there
was a main condition effect for MCT1 content sulshttit was significantly higher in BIC
condition compared to PLA condition 6 (+21.6%) &ddh (+23.7%) after the end of exercise
(P<0.01; Figure 5). MCT1 gene expression was rgtificantly different for all time points
between conditions. However, MCT1 gene expressias #4.5% and 35.2 % higher in BIC
compared to PLA 6 h and 24 h after exercise resmdgt(P > 0.05).

CD147 The content of the MCT1 chaperone protein CD148 wignificantly lower
after both 6 and 24 h of recovery compared to (¢8.8% and -74.5% respectivell; <
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0.01). There was also a significant interaction@G@r147 contentR < 0.05; Figure 5). As per
MCT1 content, CD147 content was significantly highe BIC compared to PLA after 6 h
(+70.3%) and 24 h (+70.4%) of recoveB/< 0.01; Figure 5).

NHEL The muscle content of NHE1 remained unchangedeidnately post-exercise
and 6 h after exercise, but was significantly daseel 24 h after exercise in BIC. MCT1 and
NHEL1 content were respectively positively relatédest (r = 0.64P = 0.09), immediately
after exercise (r = 0.8® < 0.01), and 6 h after exercise (r = 0.89; P <lpi@ the PLA
condition. After 24 h of recovery, the relative abdance of NHE1 was 57.7% highét €
0.01; Figure 5) compared to the rest values in Bd@dition, and was 58.7% higher in BIC
compared to PLAR < 0.01; Figure 5).

COX IV. No significant time or conditions effects weresetved after the 3-WT
exercise for all time points for COX IV relative waimlance R > 0.05). However, MCT1 and
COX IV contents were positively related at eachetipoint in PLA, at rest (r = 0.8®, <
0.01), immediately after exercise (r = 0.83< 0.01), 6 h (r = 0.6 < 0.05), and 24 h after
exercise (r = 0.73P < 0.05). As both NHE1 and COX IV content was mtato MCT1
content, we also tested the relationship betweesetlproteins. NHE1 and COX IV content
was positively related at rest (r = 0./ < 0.05), immediately after exercise (r = 0.P4<
0.05), 6 h (r = 0.79P < 0.05), and 24 h after exercise (r = 0.P3< 0.05) in the PLA
condition. Furthermore, pre-exercise alkalosis it affect the relationship between MCT1
content and oxidative capacity, observed in the RbAdition, since MCT1 and COX IV
contents were still positively correlated immediaggost-exercise (r = 0.72, < 0.05), after 6
h (r = 0.81;P < 0.05), and after 24 h post-exercise (r = 0F83;0.01).

NBCel and CAIl.No significant difference was observe after the 3-\cross
conditions (BICvs PLA) ant biopsy time points NBCel and CAIl relatiabundances(>
0.05) in the PLA and BIC conditions. Resting NB@ahtent was however related to resting
MCT1 content (r = 0.63 < 0.01).

AMPK and pAMPKNo significant changes were observed for eithtal tAMPK and

PAMPK relative abundancd>(> 0.05) or the ratio pAMPK/AMPK in response to eige in

both conditions.
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Discussion

Main results

This was the first study to examine the effectshoée 30-s all-out exercise bouts and
pre-exercise alkalosis on the expression of prsetémvolved in muscle pH regulation in
human skeletal muscle. Compared to the PLA conditjre-exercise, induced alkalosis
significantly reduced the increase in protein casthation provoked by exercise after 24 h of
recovery and allowed an increase in protein expes®r MCT1, its chaperone protein
CD147, and NHE1. These differences in protein esgiom between the PLA and BIC
condition 24 h after the end of exercise were nxplaned by an activation of AMPK in the
BIC condition. Furthermore, MCT4, NBCel, CAll an@ IV protein expression during the
recovery were neither significantly sensitive toaamute bout of exercise nor to pre-exercise
induced alkalosis. The present data provide naveghts into the time-course dependent
changes of the different skeletal muscle protesnsh as MCT1, CD147, and NHE1 involved
in muscle pH regulation after an acute three-regzkaprint exercise involving high muscle
metabolic perturbations (PLA condition) or whicle aounteracted by pre-exercise induced-

alkalosis (BIC condition).

Methodology

SupplementationTo test the hypothesis that pre-exercise alkalosigd alter exercise-
induced protein expression during 24 h of recovery,used a loading dose of 0.3 gekg-1
body mass of NaHC£in our experimental design. Consistent with eadiedies (Hollidge-
Horvat et al., 2000; Bishop et al., 2004), thisuted in a significant higher blood pH and
[HCO3] before, during and after the three-repeated &p(ifigure 2), compared to the PLA
condition. However, NaHCg&ngestion did not affect the immediate post-e)s&renuscle pH
compared to PLA condition. This was consistent wiité results of other studies in humans
(Stephens et al.,, 2002; Bishop et al., 2004). lddebe greater extracellular buffer
concentration, increasing’Hefflux from the muscles into the blood, would aitee muscle

pH during recovery (Lindinger et al., 1999).

Exercise testln the present study, the participants presenteovaer profile during the
three 30-s all-out exercises that is classicallgeobked in sprint athletes, with a large decrease
in mean power output during the three repetitiondoth conditions, and characterized by
fatigue indices of 45 to 50 % (Granier et al., 1.9Blinter et al., 2003). No difference in
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power output decrease was observed between thectnditions (Table 1), which was

consistent with the results of other studies ugiregexercise alkalosis in humans (Vanhatalo
et al.,, 2010; Zabala et al., 2011). Consequenthy, differences in protein expression or
protein carbonylation between conditions could betexplained by differences in power

output

Effect of high-intensity exercise on the expressigproteins involved in pH regulation.

Effects of acute exercise on MCT and CD147 content

We chose a timing of biopsies which allowed usdtetmine the early (0 and 6 h post-
exercise) and mid-term (24 h) responses after ateatypical cycling training session of
repeated sprints, according to our hypotheticabtoourse based from different studies for
MCT1 and MCT4 contents (Thomas et al., 2012). Aahdinding of the present work was
that MCT1 content was significantly higher 6 h & h post-exercise, compared to rest
values, in the BIC condition. In contrast, MCT4 was significantly altered by exercise in
both conditions. These findings are divergent frameviously reported results. Indeed, it has
been observed that both MCT1 and MCT4 increas@enmatute stages following endurance
exercise in rats (Coles et al., 2004), and up days post a single exhaustive bout in humans
(Green et al., 2002). However, a supramaximal momest to exhaustion provoked a short-
term increase only in MCT1 content 2 h after exs&dn humans, but not in MCT4 content
(Bickham et al., 2006).

Regarding MCT4 content, we reported a large vditghin protein expression as
previously observed in humans (Pilegaard et aB919uel et al., 2004; Burgomaster et al.,
2007; Mohr et al., 2007; Bishop et al., 2008b). réh@as no increase in MCT4 content at the
conclusion of the 24 h post-exercise, possiblydatiing that, at least in human participants,
acute (Bickham et al., 2006) and chronic (Bickhamale, 2006; Bishop et al., 2008b;
Gunnarsson et al., 2013) sprint exercise does igoifisantly up-regulate MCT4 protein
levels. This may also be linked to the differemhei course of acute regulation between
humans (present study) and animals (Coles et @4)2 Furthermore, the failure to observe
any significant high-intensity contraction-inducglthnges in both MCT1 and MCT4 in PLA
condition during the first 24 h following the enflexercise could be likely attributable to the
different timing of the biopsies used in the diffiet studies, but also to the blood metabolic
response induced by the type of exercise.

If we consider the kinetics taking into account timee from the beginning of exercise

when the biopsy was performed, our results wereefbee in accordance with this model.
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Indeed, 40 min after the beginning of the repeafathts exercise (i.e. immediately post-
exercise), we did not observe any changes in MQIILMCT4 content. Due to the timing,
we were unable to highlight the potential increaseMCT1 2 h post-exercise in human
population as observed by Bickham et al. (2006)weier, we reported an acute up-
regulation in MCT1 at the same timing of 6 h andh2dost-exercise than Coles et al. (2004),
but only in BIC condition. These data suggested thigh-intensity exercise, with its
concomitant large changes in pH, delayed or coaated the increase MCT1 density, and
that endurance exercise, which causes only modgtdtehanges, could be sufficient to
change MCT1 content.

This is in accordance with previous studies oming effects, who have reported that
different types of contractile activity (force /darance) could increase MCT1 content (Bonen
et al., 1998; Pilegaard et al., 1999; Dubouchaual.eP000; Juel et al., 2004; Burgomaster et
al., 2007; Mohr et al., 2007). However, this wasoain line with sprint-training inducing
high-level of muscle and blood metabolic perturdati which did not report some changes in
MCT1 content (Bishop et al., 2008b; Gunnarssonlet2813). Furthermore, Mohr et al.
(2007) observed an increase in MCT1 content aftertypes of different sprint training and
suggested that the degree of lactate and protamadation were not the main factor which
stimulate protein synthesis. However, one can ti@ethe muscle pH values were aroend
in their two types of sprint training (Mohr et a007), whereas muscle pH value measured
immediately post-exercise in the present study lmaer than 6.6, which suggests that high-
level of H accumulation could alter the protein expression dhiynulating signaling
pathways, in particular for MCT1.

CD147.Although the protein abundance of MCTs 1-4 camdggilated at the genetic
level, MCT1 content is correctly targeted into thembrane by the action of its chaperone
CD147 (Kirk et al., 2000; Philp et al., 2003; Witset al., 2005). CD147 is an ancillary
protein required for the expression of MCTs andititeraction between CD147 and MCT1
or MCT4 may be required for their translocation aondect localization to plasma membrane
(Schneiderhan et al., 2009). This chaperone proddirch in the present study was quantified
for the first time in human muscle in associatioithwacute exercise, was significantly
decreased after 24 h of recovery in PLA conditidithough not significant, MCT1 content
was also decreased in 7/8 participants at the sameepoint in the PLA condition. This result
was in favor of a coregulation of MCT1 and CD14#asponse to both contractile activity, as
previously observed in diabetes rats (Nikooie gt 2013). Consequently, the degree of H

accumulation may both transiently stimulate protéegradation of CD147 (and probably
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MCT1) and delay the synthesis of these proteinggponse to contractile activity during a
short period of 24 h post-exercise.

NHEL. For the first time, in the current study, it haseb shown that a significant
increase in NHE1 content was observed 24 h afeeetid of acute sprint exercise combined
with pre-exercise induced alkalosis.

MCT1 and NHE1 content was significantly relatedtla¢ different time points of
recovery in the PLA condition, which suggests acoonitant regulation of the expression of
these proteins at rest and during recovery. Intesidiboth MCT1 and NHE1 contents were
related to COX IV in the PLA condition. These fings all together are consistent with the
concept of the lactate shuttle that proposes a mxmpctate and pH regulation between
sarcolemma and mitochondria. Further study is néddedetermine the colocalisation of
MCT1 and NHE1 in skeletal muscle and their coopenafor H and lactate regulation

between sarcolemma and mitochondria.

It has previously been shown that NBCel contertessed by interval training in rat
muscles (soleus) (Thomas et al., 2007). In thegntestudy, acute exercise had no effect on
NBCel protein expression during the first 24 h etavery. As NBCel content was
investigated in vastus lateralis in our study, #rat NBC content has already been shown to
be negatively correlated with type | muscle fib@fsistensen et al., 2004), it is possible that
an up-regulation may have been observed in musddominantly constituted with fast-
twitch fibers. Furthermore, CAIll, a protein thatshaeen found to significantly enhance both
NBC (Pushkin et al., 2004; Becker & Deitmer, 20@&&hueler et al., 2011) and MCT1
(Becker et al., 2005, 2011; Becker & Deitmer, 2088jdh et al., 2012) activities, was not
up-regulated here by acute exercise. However, é pfesent study, NBCel and MCT1
contents were significantly correlated at rest,chhis in line with the results of Thomas et al.
(2007), who have found a moderate positive coilabetween these two proteins in
oxidative muscle after training. Together, thessults seem to indicate that, despite
interactions between CAIll, MCT1 and NBC (Schueleale 2011; Becker et al., 2011; Stridh
et al.,, 2012; Deitmer & Becker, 2013), their redgiola kinetics during the first 24 h of
recovery following three all-out sprints are noaetly the same.

In summary, in response to 3-WT there was eitheleerease or no change in the
expression of proteins associated with skeletal cleupH regulation. However when

combined with induced-alkalosis, acute exercise ags®ciated with a significant increase in
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the protein content of MCT1, CD147 and NHEL. Altgbwno significant, there was a 35.8%
increase in MCT4 24 h post the 3-WT.

Effect of both high-intensity exercise and pre-eser induced alkalosis on the
regulation of protein expression of MCT1, CD147 &itdE1: effect of oxidative stress

From the present study, it appears that the drferein MCT1, CD147 and NHEL1
protein expression between PLA and BIC conditioegifis 6 h after the end of exercise (for
MCT1 and CD147) and was maintained at least udtih post-exercise. It has been reported
that oxidative damage often occurs after a singlat of exercise, which may limit the
adaptive response (Radak et al., 2013). In theeptetudy, whereas we did not observe lipid
peroxidation during the recovery, muscle proteimboaylation, a well-used marker for
oxidative stress, significantly increased 24 hrafite end of exercise in the PLA condition,
which was reduced by pre-exercise induced alkald3istein carbonylation is a type of
protein oxidation that can be promoted by reaabxyggen species, and is an irreversible post-
translational modification that often leads to thes of protein function, and could affect
protein expression. In the present study, one coolé that the absence of sprint training
history of our subjects may influence the adaptigeponse of the carbonylation of the
proteins to acute bouts of exercise (Coffey et 2006) compared to high-level athletes.
Indeed, our recreational subjects were not involiredegular sprint exercise, and could
produce higher levels of reactive oxygen speci€33Rat the given intensity than those who
are currently trained in sprint (Radak et al., 200herefore, physical exercise like this type
of repeated-bout exercise could be detrimental uo moorly trained subjects in sprint.
Consequently, this oxidative stress could explaithbhe absence of protein synthesis in PLA
condition during the first 24 h of recovery for MCTCD147 and NHE1 and/or the
significant decrease in CD147 content and the tren8 participants for MCT1, which may
reflect in contrast the stimulation of protein degation.

From data of the present study, the up-regulatibthese proteins in BIC condition
compared to the PLA condition seems not to be e¢gdlby the activity of AMPK during the
first 24 h after the end of acute bout of repeaednt exercise. Indeed, total AMPK and p-
AMPK were unchanged in this timing of biopsies, ethiwere consistent with findings of
Gibala et al. (2009) after repeated 30-s all-owreise with 4 min of recovery. Furthermore,
because our population had not exactly the sanmertgalevels (1 to 3 physical activities per
week) and was not especially involved in sprintliegy; it is possible that some of the inter-

individual variations noted in MCT4 or AMPK proteabundances may have been reduced
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with participants who have exactly the same cyclmaging status.

Future studies

While the experiments presented in this study pl®wlear evidence that both three 30-
s all-out exercise bouts and pre-exercise indudkdlosis are involved in the protein
expression responsible for skeletal muscle pH eggud in human within 24 h, other studies
remain necessary to investigate all the mechantsynwhich these proteins are regulated.
Future inclusion of additional participants, adulitl exercise sessions and more biopsies in
more trained participants are planned. Nonethetesspite the small sample size, the use of a
study design spread in two weeks with repeated-mmeasllowed each individual to serve as
his own control and afforded substantial rigor ur mterpretation of these novel findings in
protein expression. Finally, it seems relevant, fisiure studies, to analyze the protein
expression of MCT1, CD147, NHE1 and oxidized prgel8 h after the end of exercise, for
example, to determine if they have returned togxercise values or not, but also to analyze
the training effects associated with PLA vs BIC @ementation on the regulation of these

proteins.

Summary of main conclusions

Our results indicated significant differences imdd metabolic response during the
interval of recovery with a higher blood bicarbanaioncentration and a lower blood pH
values in BIC condition. In summary, we report dyma alterations in the levels of protein
expression involved in pH regulation following bodim acute high-intensity exercise and
induced-alkalosis for MCT1, CD147 and NHE1. Thisragulation could result from the
lower exercise-induced oxidative stress in BIC c¢bow measured 24 h after the end of
exercise, but did not seem to be induced by theaicin of AMPK. Furthermore, NBCel,
CAll and COX IV proteins expression was not sigrafitly sensitive to these stimuli. Future
studies will be required to define the potentiad 0§ MCT1, CD147 and NHE1 as biomarkers
of exercise adaptation and pH regulation and ttebenderstand their mechanistic role in the

control of H and lactate regulation.
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Figure 1: Protocol presentation of the 3 x 30-s all-out edserinterspaced with 20-m of recovery. Biopsiesanaken at rest, immediately post-
exercise, and 6 and 24 h post-exercise. Blood ssmwpére taken at rest, and 3, 5 and 9 minutes edtdr sprint. Between the first biopsy and
the first blood sample, all participants had ad#adized breakfast and either PLA or BIC suppleausor.
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Figure 2: Blood pH (A) and [HCQ) (B) kinetic during the repeated sprints afteheitBIC

(e) or PLA (0) supplementation*, **, *** Denote significant differences from PLAP <

0.05, P < 0.01 and P < 0.001, respectivelf)denotes sprint effect from post warm-tp<

0.001). (n=8).
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Figure 3: Blood [La] kinetic during the repeated sprints after B} &nd PLA )
supplementation. # denotes sprint effect from p@stn-up P < 0.00J).), (n=8).
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Figure 4: Muscle pH kinetic during the repeated sprints ralB#C (o) and PLA ©)
supplementatior# denotes sprint effect from pre-exergBe< 0.001), tdenotes sprint effect
from post-exerciséP < 0.009), (n=7).
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Figure 5: Comparison of protein relative abundance relatovean internal standardn(arbitrary
units), between ¢) and PLA ) conditions. *Denotes significant differences from PLA (P < 0,01)

# denotes significant differences from rest (P <10.(=8).
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Figure 6: Comparison of protein carbonylation and lipid pédation evolution relative to an

internal standardr( arbitrary unit} between BIC ¢) and PLA ¢) conditions. *Denotes significant

differences from PLA (P < 0.03,denotes significant differences from rest (P <10.=8).
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Table 1: Performance parameters for the 3x30-s Wingate {res8, Meanz+ SE)

Wingate Maximal Mean Minimum Fatigue Index
number Power-Output Power-Output Power-Output (%)
(w) (W) (w)
1% 876 +74.6 660 + 56.9 395 +46.2 49.3+2.2
2" 767 £71.2 620 +58.4 404 +34.2 39.8+3.9
BIC 3" 856 + 103.5 633 +58.7 344 +36.0 48.1+4.8
Mean * SE 833+ 29 637 +1.6 381 +10.6 45.7 2.2
1% 885+113.4 664 £ 56.2 350+ 19.7 50.11+4.6
PLA 2”: 825 +83.9 645 +45.4 342 +33.8 46.8+3.5
3 879 +£104.9 657 £51.6 248 £45.0 55.51+2.6
Mean * SE 863 +24.8 655 +8.8 313+20.8 50.8+1.6
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Effets de l'acidose métabolique mis en exergue pae alcalose induite, sur la performance et les
réponses physiologiques, cellulaires et moléculaidei muscle strié squelettique au cours
d'exercices de haute-intensité.

Effects of metabolic acidosis highlighted by indutalkalosis, on performance and
physiological, cellular and molecular responsestbe skeletal muscle during high-intensity
exercices.

Résume :
Ce travail de these s’inscrit dans le cadrg
général de la physiologie énergétiqgue, €
comprend trois études, qui vont de I'exploration
globale de I'Homme en mouvement (tests de¢

\14

—

terrain chez des athletes de I'Equipe de France gle

Cyclisme, explorations a l'effort en laboratoire
chez des cyclistes entrainés) jusqu’a des études
métabolisme musculaire par des techniques
d’investigations cellulaires et moléculaires chez
des sujets actifs. Ce travail a porté sur I'exercic

de haute intensité générant de hauts niveaux de
fatigue musculaire et sur les réponses adaptatives

—

qui en résultent au niveau cardio-respiratoire g
musculaire. La prise de bicarbonate de sodiun
contre placebo a permis d’étudier précisément |
réle de l'accumulation de protons au cours dj
séances de sprints en cyclisme. Grace a c
travaux, nous avons pu montrer que Si un
alcalose induite n’améliorait pas
systématiquement les performances de sprint ¢
cyclisme, une perturbation importante du pH
conduisait a des modifications du transport d
'oxygene pendant I'exercice, du fonctionnemen

D o>

S

1%

des mitochondries aprés 24h de récupération, mais

également de I'expression de certaines protéings
impliquées dans la régulation du pH, a savoir I

D

cotransporteur lactate/proton (MCT1) et s3
protéine chaperonne CD147, ainsi qug
'échangeur  sodium/proton  (NHE1). Ces

modifications étaient en lien avec une réduction
du stress oxydatif par I'alcalose induite, suggérar
un role délétere de la carbonylation des protéines
sur I'expression de ces protéines. Ces résultats
permettent d’avoir un nouveau regard sur le rol
de l'acidose dans les mécanismes de régulation
niveau physiologique, cellulaire et moléculaire
chez 'Homme.

D

Mots clés: équilibre acido-basique, pH, lactate,
bicarbonate de sodium, cyclisme, sprints, protéaes
transport, stress oxydatif, respiration mitochoaigri

(D D
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Abstract:

This thesis falls within the general
framework of the energetic physiology, and
includes three studies, ranging from global
exploration of the humans in motion (field tests
with athletes of the French Cycling Team,
laboratory exploration during exercise on trained
cyclists) to studies of muscle metabolism by
techniques of cellular and  molecular
investigations in active subjects. This work has
focused on high-intensity exercise generating high
levels of muscle fatigue and the resulting adaptive
cardiorespiratory and muscular responses.
Supplementation of sodium bicarbonate against
placebo was used to study the precise role of the
accumulation of protons during sprint cycling
sessions. Through this work, we have shown that,
if an induced alkalosis did not systematically
improve sprint cycling performances, a significant
disruption of the pH led to changes in oxygen
transport during exercise, in mitochondrial
function after 24h of recovery, but also in the
expression of some proteins involved in pH
regulation (i.e., lactate/proton co-transporter
(MCT1) its chaperone protein CD147, and the
sodium/proton  exchanger (NHE1)). These
changes were related to a reduction of the
oxidative stress induced by alkalosis, suggesting a
harmful role of the carbonylation in these protein
expressions. These results provide a new
perspective on the role played by acidosis in the
regulatory mechanisms at physiological, cellular
and molecular levels in humans.

Key words: acid-base balance, pH, lactate
sodium bicarbonate, cycling, sprints, transportgirs,
oxidative stress, mitochondrial respiration
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