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RESUME

Les propriétés contractiles du muscle soléaire et de I'extensor digitorum longus (EDL) ont été étudiées
chez des souris C57 rendues diabétiques par une injection intrapéritonéale de streptozotocine a la
dose de 200 mg/kg. L’administration de streptozotocine a entrainé au bout de 8 semaines une atro-
phie musculaire avec une diminution de la masse du soléaire de 30% et de 'EDL de 38,7%. En
contraction isométrique, la tension développée par les deux muscles lors de la secousse et de la
contraction tétanique n’est pas modifiée par le diabéte. Par contre, le temps de contraction et le temps
de demi-relachement de la secousse de méme que les temps de relachement du tétanos du soléaire
des souris diabétiques sont plus élevés que ceux du muscle soléaire des souris contrles. Au niveau
des muscles EDL, le seul le temps de demi-relachement de la secousse des EDL de souris diabéti-
qgues est augmenté. Ces résultats montrent que I'adaptation du muscle a I'état diabétique varie d’'un
muscle a I'autre. Le ralentissement du relachement musculaire induit par le diabéte est plus prononcé
au niveau du soléaire que de 'EDL et peut étre en rapport avec une diminution d’'activité et ou
d’expression de la pompe calcique du réticulum sarcoplasmique.
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ABSTRACT

We have studied the contractile properties of soleus muscle, a slow twitch muscle, and of extensor
digitorum longus (EDL) muscle, a fast twitch muscle, of mice which have been made diabetic by in-
traperitoneal injection of a single dose of streptozotocin (200mg/kg of body weight). 8 weeks after
streptozotocin administration, muscle atrophy has been observed with a 30% loss of soleus muscle
mass and a 38.7% loss of EDL muscle mass. In isometric contraction, twitch and tetanic tensions of
both soleus and EDL muscles remained unchanged by the diabetic condition. In contrast, twitch time-
to-peak and half relaxation time as well as tetanic relaxation times of soleus muscle from diabetic
mouse were increased. In EDL muscle from diabetic mouse, only an increase of the twitch half relaxa-
tion time was observed. These data suggest that the adaptation of skeletal muscle to diabetes condi-
tion is fiber type specific. Alteration in muscle relaxation induced by diabetes is more pronounced in
soleus than in EDL muscle and could be related to a decrease activity and or expression of sar-
coplasmic reticulum calcium pump.
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INTRODUCTION

La contraction du muscle squelettique est
contrdlée par le niveau de [Ca“’] cytosolique.
Cette [Ca®'] qui au repos est de I'ordre de 10-7
M, augmente suite a une libération du calcium
du réticulum sarcoplasmique lorsque la cellule
musculaire est stimulée. Suite a la contraction,
le relachement musculaire survient lorsque la
concentration cytosolique de calcium diminue
vers sa valeur de repos. Cette diminution du
niveau de calcium dans le cytosol s'effectue
par récupération du calcium dans le réticulum
sarcoplasmique par la pompe SERCA dont
deux isoformes sont exprimées dans les mus-
cles squelettiques : SERCAL1 exprimée dans
les fibres musculaires rapides et SERCA2a
exprimée dans les fibres musculaires lentes.
Cette pompe peut faire I'objet de régulation
notamment par le phospholamban qui exerce
une inhibition sur [l'activité du SERCA2a. La
phosphorylation du phospholamban permet de
lever cette inhibition ce qui entraine une aug-
mentation de I'activité de la pompe.

Il a été montré par ailleurs que les substrats du
récepteur de linsuline IRS-1 et IRS-2 intera-
gissaient avec la pompe calcique du réticulum
sarcoplasmique (SERCA) et l'insuline augmen-
tait cette interaction. De plus une diminution de
l'interaction IRS et SERCA était observée
dans le muscle de rat diabétique (Algenstaedt
et al, 1997).

Nous avons donc émis I'hypothese que la di-
minution de linteraction IRS-SERCA pourrait
modifier I'activité de la pompe SERCA et du
coup entrainer une modification du relache-
ment musculaire.

Nous avons donc entrepris d'étudier les pro-
priétés contractiles, en particulier le relache-
ment, des muscles soléaires et EDL de souris
rendues diabétiques par administration de
streptozotocine.

MATERIEL ET METHODES

Induction du diabéte

Des souris C57 BL6 agées de deux (2) mois
ont été utilisées dans cette étude.

Deux groupes de souris ont été constitués : un
groupe (STZ) auquel la streptozotocine, dis-
soute dans une solution de citrate de sodium
pH 4.5, a été administrée par voie intra-
péritonéale a la dose de 200mg/kg de poids ;
un groupe contrdle ou les souris n'ont regu que
la solution de citrate de sodium.

Au bout de deux semaines, la glycémie est
mesurée sur une goutte de sang prélevée a la
queue des souris en utlisant la méthode
ACCU-CHEK" (Roche).

8 semaines aprés I'administration de strepto-
zotocine, les souris ont été anesthésiées par

injection sous-cutanée de kétamine (100
mg/Kg) et de xylazine (10 mg/kg) et les mus-
cles soléaires et EDL ont été disséqués pour la
mesure de leur performance mécanique.

Mesures mécaniques

Les mesures mécaniques ont été effectuées
comme décrites précédemment (Awede et al.
1999). Les muscles sont montés dans une
cuvette contenant de la solution de Krebs
(NaCl, 118 mM ; NaHCO3, 25 mM ; KCI 5mM ;
MgSO, 1 mM ; KH2PO, 1 mM ; Glucose 5mM ;
CacCl, 2,5 mM) continuellement gazée avec un
mélange de 95% d'O, et de 5% de CO, et
maintenue & 20°C.

Les muscles sont montés verticalement sur un
transducteur de force et stimulés électrique-
ment.

Les signaux de force ont été numérisés par un
convertisseur de données analogiques en
données numériques. Aprés détermination
minutieuse de la longueur optimale du muscle,
les mesures de secousse, du tétanos, de la
relation force-fréquence ont été effectuées.

Les parameétres de la secousse

Les paramétres de la secousse étudiés sont la
vitesse de développement de la tension (la
tension étant la force par unité de section
musculaire), le temps de contraction, la tension
maximale et le temps de demi-relachement
(1/2RT) qui est la durée de temps nécessaire a
la diminution de 50% de la tension de la se-
cousse a partir de sa valeur de tension maxi-
male.

Les parameétres du tétanos
Pour obtenir le tétanos, les muscles soléaires
ont été stimulés pendant 700 ms a la fré-
guence de 50 Hz et les muscles EDL pendant
500 ms a la fréquence de 100 Hz.
Un intervalle de 3 minutes a été observé entre
deux stimulations successives pour permettre
au muscle de récupérer.
Au niveau du tétanos, la vitesse de dévelop-
pement de la tension, la tension maximale et
les temps de relachement Ts, Tog €t T 5 ont
été étudiés.
Les temps Ts, Ty €t T 5o représentent respecti-
vement les temps au bout desquels la tension
développée par le muscle diminue respective-
ment de 5, de 20 et de 50% de sa valeur a
l'arrét de la stimulation tétanique.

La relation force-fréquence
La relation entre la force et la fréquence de
stimulation est établie en stimulant les muscles
pendant 500 ms a différentes fréquences avec
un intervalle de 2 minutes de repos entre les
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stimulations et la tension maximale dévelop-
pée par le muscle est mesurée.

Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés sous forme de
moyenne * SEM. Les différences entre les
groupes contréle et STZ ont été comparées
utilisant Student’s t-test et les différences sont
considérées comme statistiquement significati-
ves pour une p-value inférieure a 0,05.

RESULTATS

Le développement du diabéte

Il a été confirmé par le dosage de la glycémie
effectuée deux semaines aprés I'administration
de streptozotocine. Ainsi, la glycémie était de
583,5 + 51,4 mg/dl (n=4) dans le groupe STZ
alors qu’elle était de 105,2 + 4,8 mg/dl (n=5)
dans le groupe contrdle.

Tableau 1 : Masse corporelle, masse et longueur des

bétiques (STZ) et contrbles

Effets sur la masse musculaire

Comme le montre le tableau 1, 8 semaines
apres l'injection de streptozotocine, on observe
une diminution de la masse des muscles so-
|éaires et EDL. La masse corporelle des souris
traitées diminue elle aussi, ce qui fait que lors-
que la masse musculaire est normalisée a la
masse corporelle, on n’observe plus aucune
différence de masse entre les muscles soléai-
res des souris diabétiques et ceux des ani-
maux controles. Qu'aux muscles EDL, la
masse musculaire rapportée a la masse de la
souris est, dans le groupe des souris diabéti-
ques, plus faible que celle des souris norma-
les. L'état diabétique s’accompagne donc
d’'une atrophie musculaire plus prononcée au
niveau des muscles EDL que des muscles
soléaires.

muscles soléaires et EDL des souris dia-

Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, n =8 pour le groupe contréle et n=10 pour le
groupe diabétique, * Significativement différent du contréle (p<0,05)

Lo Masse muscle Masse souris Muscle/souris
(mg) 9 (mg/g)
Soléaire controle 11.3+£0.2 11.8+0.3 28 +0.8 0.42
Soléaire STZ 10.9+0.2 8.2 +0.4* 19.7+1.1* 0.42
EDL controle 11.9+0.1 13.4 £0.5 28+ 0.8 0.48
EDL STZ 11.6+0.2 8.2+ 0.7* 19.7+1.1 0.42

Les paramétres de la secousse musculaire

Le tableau 2 indique les parameétres de la se-
cousse des muscles soléaires et EDL des
groupes controle et diabétique. Ce tableau
montre que le développement de I'état diabéti-
gue ne modifie, de facon significative, ni la
tension de la secousse des muscles soléaires,
ni la vitesse a laquelle cette tension est déve-
loppée.

Par contre, le temps de contraction augmente
de 60,37 a 80 ms et le temps de demi-

relachement connait une augmentation de plus
de 80% : 129,7 ms pour les diabétiques contre
71.25 ms pour les contréles.

Les muscles soléaires des souris diabétiques
présentent donc une contraction et un rela-
chement plus lents que ceux des souris non
diabétiques. Quant aux muscles EDL, seul le
temps de demi-relachement des muscles des
souris diabétiques présente une augmentation
de 27,7% par rapport a celui des muscles de
souris contrdle.

Tableau 2 : Parameétres de la secousse des muscles s oléaires et EDL des souris diabétiques

(STZ) et contrbles

Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, =8 pour le groupe contrdle et n=10 pour le groupe
diabétique, * Significativement différent du contréle (p<0,05), ** (p < 0,01)

Vitesse de développement

Temps de contrac-

Tensiozn de la tension tion L2 RT
(KNS kNims) (ms) (ms)
Soleaire 36.1+3.6  1.18+0.11 60.4+25 71.3+6.3
controle
Soléaire STZ 40.2+35  1.06 +0.09 80 + 3.4 129.7 + 10.9*
EDL Controle 86.5+11.8 5.12+0.8 27.9+0.7 246 +1.8
EDL STZ 102.9+7.2 5.94+0.48 28.6+0.8 31.4+1.7*
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Les parameétres du tétanos

Les parameétres du tétanos sont présentés dans le tableau 3.

Ce tableau montre qu’en dehors de la tension tétanique, tous les parametres du tétanos du muscle
soléaire sont modifiés par I'état diabétique. La vitesse de développement de la tension diminue alors
gue les temps de relachement augmentent. Ts passe de 68,5 a 91,8 ms, T,y de 100 ms a 141.9 ms et
Tso de 135.8 4 212,4 ms.

Quant aux muscles EDL, les parametres du tétanos ne présentent aucune différence entre les grou-
pes de souris normales et de souris diabétiques.

Tableau 3 : Paramétres du tétanos des muscles soléa ires et EDL des souris diabétiques (STZ)
et contrbles

Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, =8 pour le groupe contrdle et n=10 pour le groupe
diabétique, * Significativement différent du contréle (p<0,05), ** (p <0.01)

Vitesse de développement

Tension ; Ts Tao Tso
2 de la tension

(KN/m*) (KN/m?s) (ms) (ms) (ms)
Soleaire 185.4+6.9 1.82+0.03 68.5+8.8  100.5+7 135.75
contrble +8.8

L. 141.9 212.4

Soléaire STZ ~ 193.7+9.1 1.56 +0.09* 018486* oo 5 o
EDL Contrble 295.6+x 25 7.64+0.90 19 +0.9 36.9+1.4 499+15

279.9
EDL STZ +16.6 7.68 +0.68 17.67 0.6 34.1+1.1 47.4 £1.5

La relation force-fréquence

La figure 1 représente la relation entre la force développée et la fréquence de stimulation du muscle
soléaire des souris diabétiques et contréles. La courbe représentant la relation force-fréquence du
soléaire des souris diabétiques présente un décalage vers la gauche avec la force tétanique a la fré-
guence de 10 stimulations par minute significativement plus élevée que celle du soléaire contrdle.

100 - £
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40

Force (% de la force maximale)

20 |
—+—Soleus Contréle -+=- Soleus STZ
0 Y Y r Y "
0 20 40 60 80 100
Fréquence

Figure 1: La relation force -fréquence des muscles soléaires des souris. ContrOle et diab  é-
tiques (STZ). Les valeurs de force sont exprimées e  n pourcentage de la force développée
a la fréquence de 100Hz
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La figure 2 indique la relation force-fréquence des muscle EDL des souris contréle et diabétiques avec
la aussi un décalage vers la gauche de la courbe force-fréquence de I'EDL diabétique.
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Figure 2: La relation force

loppée a la fréquence de 100Hz

DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons retrouvé une
atrophie et une altération des propriétés
contractiles, notamment le relachement, des
muscles squelettiques des souris diabétiques.
L'atrophie musculaire observée est plus impor-
tante au niveau du muscle EDL, muscle a
contraction rapide que du muscle soléaire,
muscle a contraction lente. Ces résultats sug-
gérent que le degré de la diminution de la
masse musculaire est fonction du type de fi-
bres musculaires.

Dans notre étude, les tensions maximales
développées par les muscles de souris diabé-
tiques ne sont pas significativement différentes
de celles des souris controles. Ces résultats
sont en désaccord avec des études précé-
demment publiées qui ont noté une diminution
de la force de contraction ou de la tension du
soléaire, de 'EDL et du diaphragme (Stephen-
son et al. 1994, McGuire and MacDermott
1998, Lesniewski et al. 2003, Chonkar et al.
2006). Dans notre étude, bien que la tension
ne soit pas modifiée, la force non normalisée
des muscles des souris diabétiques est plus
faible que celle des souris contréles, le diabéte

-fréquence des muscles
tiques (STZ). Les valeurs de force sont exprimées e

EDL des souris. Controles et diab  é-
n Pourcentage de la force déve-

ayant induit une atrophie musculaire sans mo-
dification de la longueur du muscle.

Les parametres de la contraction de I'EDL sont
peu affectés par le diabéete alors que le temps
de contraction et de % relachement de la se-
cousse du soléaire, la vitesse de la tension
tétanique, et les temps de relachement du
tétanos du soléaire sont tous modifiés par le
diabéte.

Ces résultats suggérent que la réponse
contractile du muscle a l'état de diabéte est
fonction des fibres muscles. Une spécificité de
I'effet du diabéte en fonction du type de fibre
avait déja retrouvée pour le contenu en adéno-
sine triphosphate, en phosphocréatine et pour
l'activité des enzymes intervenant dans le mé-
tabolisme énergétique du muscle (Fewell JG et
Moerland TS, 1995).

L'augmentation des temps de relachement
observée traduisant un ralentissement du
muscle soléaire de souris diabétique concorde
avec les résultats publiés sur le soléaire et le
muscle sterno-hyoide (McGuire et MacDermott
1999, McGuire et al. 2001) mais different de
ceux publiés sur le diaphragme ou une accélé-
ration du relachement a été observée
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(McGuire et MacDermott 1998). Cette aug-
mentation du temps de relachement porte sur
les différents temps de relachement du tétanos
(Ts, To et Tso) Ce qui suggére non seulement
une diminution de la vitesse a laquelle la
concentration de calcium baisse dans le cyto-
sol mais aussi une modification de la cinétique
de détachement des ponts actine-myosine. Le
ralentissement du relachement pourrait donc
s’expliquer par une diminution de l'activité de
la pompe SERCA en rapport soit une diminu-
tion de son niveau d’expression, soit a une
modification de la proportion des isoformes
exprimées dans le muscle soléaire soit a une
modification de son interaction avec les subs-
trats des récepteurs de linsuline (IRS). En

effet dans le muscle cardiaque d’animaux dia-
bétiques une diminution d’'activité et ou une
réduction du niveau d’expression de la pompe
SERCA2a ont été retrouvées ( Zarain-herzberg
et al. 1994, Zhong et al. 2001). L'étude de
l'activité et de I'expression des isoformes de la
pompe SERCA dans le soléaire de souris dia-
bétique permettrait de mieux préciser le méca-
nisme du ralentissement du relachement. Le
ralentissement du relachement et
laugmentation du temps de contraction peu-
vent aussi s’expliquer en partie par une modifi-
cation de I'expression des protéines contracti-
les comme il a été observé dans le soléaire de
souris diabétique (Fewell JG, Moerland TS
1995).
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