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Il | TROISIEME ETUDE

ETUDE DES EFFETS DE L'ADMINISTRATION PROLONGEE D'ACIDES AMINES

BRANCHES SUR LE METABOLISME DE LA !3C LEUCINE EN PHASE DE
RECUPERATION

A _- INTRODUCTION

11 a été démontré que la pratique d'un exercice musculaire prolongé est susceptible d'augmenter le besoin
protéique. La comparaison des données de la littérature a fait l'objet d'une revue de questions (Guezennec,
1989), elle permet de fixer le besoin autour de 1.6 gkg1.24 b1 de protéine. Un apport protéique au dessus de
I'apport moyen de la ration alimentaire semble nécessaire pour équilibrer la balance azotée. En phase d'exercice
musculaire, l'augmentation du besoin protéique correspond 2 une accélération de 'oxydation des acides aminés et
plus particulitrement des acides aminés branchés ; en phase de récupération, le phénoméne inverse se produit et
les acides aminés sont orientés vers les synthéses (Carraro et coll., 1990a et 1990b). La question se pose de
définir le rdle spécifique d'une administration prolongée d'acides aminés branchés sur le métabolisme en phase de
récupération. - 7

On peut formuler deux hypothéses a priori. Il a été démontré que les acides aminés branchés administrés
de fagon prolongée augmentent I'activité d'une enzyme clé qui régle leur oxydation, la déshydrogénase des acides
aminés branchés dans le muscle (Aftring et coll., 1986). Par aklleurs, I'exercice musculaire active cette
enzyme '(!fasparek et Snider, 1987). L'effet cumulatif de I'exercice muscllla;il;e et de I'apport chronique d'AAB

peut accroitre le métabolisme oxydatif de la leucine et améliorer le fonctionnement du cycle de Krebs (Hood et

Terjung, 1991).

Par ailleurs, I'administration de leucine stimule les synthéses protéiques indépendamment des

—_——
—_—

phénomenes oxydatifs. Cet effet est susceptible d'accroitre la resyntheése des réserves protéiques en phase de
récupération.

11 est donc possible de suggérer un réle favorable d'un apport d'acides aminés branchés sur la capacité de
récupération aprés un exercice physique prolongé. Dans ce but, une expérimentation a été réalisée lors de la
réalisation d'un exercice prolongé. Ce type d'exercice stimule l'utilisation des acides aminés. Pendant la phase de
récupération, les processus d'utilisation des acides aminés branchés participent aux resynthéses des réserves

énergétiques.

g
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B- MATERIELS ET METHODE
— o B MUTHODE
1. - SUJETS

Une population de 6 sujets masculins d'age moyen de 36.7 + 2.9 ans et de poids moyen 74 + 2 kg a
participé A cette étude aprés avoir donné leur consentement.

2. DETERMINATION DE LA VO2 MAX

Elle a été réalisée sur ergocycle lors d'une épreuve triangulaire et par mesure directe 2 I'aide d'une chaine
de mesure M.M.C. Horizon TM Syst¢me Beckman fonctionnant e circuit ouvert. Le protocole a consisté 3
augmenter la puissance développée sur la bicyclette de 20 W toutes les minutes Jjusqu'a épuisement. L'exercice
permet la détermination de la puissance maximale aérobie, puissance mécanique développéé au cours de l'exercice

exhaustif,

3. COMPLEMENTATION NUTRITIONNELLE
SR MENTATION NUTRITIONNELLE

Les sujets ont pris pendant trois semaines une complémentation protéique correspondant a 0.6 g/kg
corporel/24 h soit 4 sachets/jour fournis par l'industrie "PARAPHAR" dont la composition est donnée dans le
tableau 2 de la deuxiéme étude . Deux si tuations nutritionnelles ont été étdides :

- un régime normo-protéique correspondant au régime normal du sujet, soit environ 1 g’kg corporel/jour de
protéines ,
- un régime hyperprotéique avec une complémentation protéique correspondant a 0.6 g/kg corporel/jour de

protéines soit un apport d'environ 1.6 g/kg corporel/jour de protéines.

4. EPREUVE

A llissue de 3 semaines de régime, les sujets sont conviés au laboratoire a 8 heures du matin aprés avoir
pris un petit déjeuner standard constitué d'un caf€ ou d'un thé et de 3 tartines de pain avec un peu de confiture.
Nous avons insisté pour que les sujets absorbent ni laitage (apport de protéines exogénes) ni céréales 2 base de
mais (céréale riche en carbone 13) le matin de l'expérimentation afin de ne pas modifier les paramétres mesurés

ultérieurement décrits. Puis les sujets ont effectué trois épreuves d'effort :

4.1. - TEST D'APTITUDE ANAEROBIE BASAL

Aprés 15 minutes de repos, les sujets ont effectué un test d'aptitude anaérobie : exercice de

développement de force réalisé sur un ergometre isocinétique (Cybex). Le groupe musculaire testé est celui des
extenseurs de la jambe (groupe du quadriceps), le sujet étant sangl¢ et maintenu en position assise. Le test

consiste dans un premier temps A déterminer la force maximale volontaire d'extension de la jambe en
p p J
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isométrie, l'articulation du genou étant fixée a 120 degrés, 5 essais successifs sont réalisés avec des temps de
récupération adéquats, la meilleure performance étant retenue comme approchant la FMV.

Dans un deuxieme temps et aprés un temps de repos suffisant, les sujets réalisent un exercice de
maintient de 50 % de la FMV en isométrie, dans les mémes conditions angulaires et de contention sur le si¢ge.
Une estimation du temps maximal de maintien de cette force permet alors une approche indirecte du métabolisme
anaérobie et permet d'appréhender indirectement 'effet d'une complémentation hyperprotéique sur les réserves
glycogéniques musculaires. En effet, il a ét¢ démontré que le temps de maintien est corrélé avec les stocks
glycogéniques musculaires ; plus les réserves glycogéniques musculaires sont élevées, meilleur sera le temps de

maintien.

4.2. EXERCICE PHYSIQUE PROLONGE

Aprés ce test d'aptitude anaérobie, les sujets ont effectué une épreuve d'endurance de 1 h 30 min. sur un
ergocycle a 60 % de leur VO2 max précédemment déterminée par une épreuve triangulaire. Les paramétres du
métabolisme respiratoire (VO2, VCO2, QR) ont été€ mesurés au repos et toutes les 30 minutes pendant toute la
durée de I'exercice par mesure directe a 1'aide d'une chaine de mesure MM.C. Horizon (TM Systéme Beckman)

fonctionnant en circuit ouvert,

4.3. TEST D'APTITUDE ANAEROBIE APRES EFFORT

Aprés cet exercice de longue durée, les sujets ont fait 2 nouveau un test d'aptitude anaérobie sur cybex
(précédemment décrit).

3.- ESTIMATION DU TAUX DE RENOUVELLEMENT DES PROTEINES A
2ol AL DU TAUX DE RENOUVELLEMENT DES PROTEINES A
L'ISSUE D'UNEXERCICE PHYSIQUE DE LONGUE DUREE

3.1. UTILISATION DES TRACEURS POUR L'ETUDE DU METABOLISME PROTEIOUE

Dans I'organisme, les molécules d'un substrat donné sont réparties dans un ou plusieurs compartiments

(pool) tels qu'a I'intérieur d'un compartiment, les molécules possédent une probabilité identique d'emprunter les
mémes voies métaboliques. Lorsqu'un substrat est en état stationnaire, la taille du compartiment est donc
constante. Si I'on considére par exemple les protéines, on pourra distinguer un certain nombre de compartiments,
muscles, sang, foie, etc. Comme la plupart des espéces moléculaires sont véhiculées par le sang, celui-ci est un
accés privilégié aux compartiments ; cependant, le sang est trés rarement assimilable 2 un compartiment.

Afin de suivre le devenir d'une molécule dans l'organisme, il est nécessaire de la reconnaitre parmi
d'autres, d'ol I'idée d'utiliser un traceur, molécule semblable A celle étudiée d'un point de vue du devenir

métabolique mais identifiable grice A une caractéristique donnée. Les isotopes, stables ou radioactifs, répondent

LW g
Rt A
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Figure 1 : Courbe de décroissance de l'enrichissement plasmatique
d'une molécule.
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Figure 2 : Expression logarithmique de la courbe de décroissance
de l'enrichissement plasmatique d'une molécule.
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cette notion de traceur, car on peut les identifier respectivement 2 I'aide d'un spectrographe de masse ou d'un
compteur de radioactivité mais, leur discrimination dans les voies métaboliques (effet isotopique) est minime.

Comme les moyens permettant la détection de ces isotopes sont trés sensibles, les quantités injectées
peuvent etre faibles ce qui est essentiel pour ne pas modifier la taille du pool et donc I'état stationnaire. Les
isotopes stables présentent un certain nombre d'avantages par rapport aux isotopes radioactifs alors que le prix de
revient est sensiblement &quivalent. I 'effet isotopique est plus faible, leur innocuité permet de les employer dans
des €tudes cliniques et ils permettent d'éviter les probleémes de pollution posés par I'évacuation des déchets
radioactifs. Deux grands princi pes de mesure du taux de renouvellement sont couramment utilisés : la technique
de simple injection et la technique de perfusion continue du traceur.

Nous avons utilisé la technique de simple injection.

3.2. - TECHNIQUE DE SIMPLE INJECTION DU TRACEUR

Considérons une molécule G, répartie dans un unique compartiment, de taille (nombre de molécules) M,
en état stationnaire, L'apparition (production) de cette molécule par unité de temps, Ra (qui peut étre la somme de
plusieurs entrées Raj, R, etc.) est égale 2 sa vitesse de disparition (utilisation) Rd (qui peut étre 1a somme de
plusieurs sorties Rdj, Rdp, etc.) et est égale A R, taux de renouvellement. On injecte rapidement une quantité
traceur (c'est A dire ne modifiant pas la taille du compartiment) d'un isotope stable de G, d'enrichissement total
Xo et I'on admet une répartition homogene et instantanée du traceur dans le compartimeﬁt. La fraction k de
Venrichissement X quittant le compartiment pendant un intervalle de temps dt est égale 2 la fraction de la
molécule non-marquée (tracée) G quittant ou entrant dans le compartiment pendant le méme intervalle.

On peut écrire : dx = -kx, le signe négatif exprimant la diminution de l'enrichissement. En tenant

a
compte du fait qu'an temps t = 0, X = Xo, on peut intégrer  dx = -kdt et l'on obtient XM= Xoc‘kl. Si l'on est
x

en €tat stationnaire, la taille M du com artiment est constante et I'on peut diviser chaque terme de I'équation par
p pe q p

M: X = Xoektleterme X est I'expression de l'enrichissement de la molécule, c'est A dire le rapport de
M M M

I'enrichissement du traceur 2 Ia masse de la molécule tracée, donc: E = E)e'kt ou Eg, représente 1'enrichissement
au temps O. Avec cette technique, on obtient une courbe de décroissance de I'enrichissement du type de celle
représentée dans la figure 1. Dans cette représentation, k n'apparait pas simplement. Par contre, si 'on prend
I'expression logarithmique de P'équation E = Ege ks on obtient : InE = -kt + InEo, équivalente A I'équation d'une
droite (figure 2) et E, son prolongement A I'origine. Pour connajtre R, il faut déterminer la taille M du

compartiment puisque R = kM. Si on connait le volume V de distribution de G dans I'organisme et sa

P
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concentration C, on peut calculer M = C x V. Si V n'est Ppas connu, on a recours au principe de dilution. En

effet, l'enrichissement extrapolé au temps O est égal A Xo (figure 2). Comme Xo (enrichissement injecté)
estcoonuM = Xo. M
E

L'analyse précédente est basée sur I'existence d'un compartiment unique et d'une répartition instantanée
de l'isotope dans le pool. Par contre, s'il existe plusieurs compartiments, comme c'est le cas pour la plupart des
espéces moléculaires, il faut ajuster la courbe expérimentale de l'enrichissement par une somme d'exponentielles
(approche multi-compartimentale). Cet ajustement est en fait souvent arbitraire et dépend essentiellement du
degré de l'erreur expérimentale. L'approche non-compartimentale peut étre alors plus indiquée. On démontre que,
quel que soit le nombre de compartiments, le taux de renouvellement R est égal 2 1'enrichissement injecté Xo
divisé par I'intégrale de zéro a I'infini de I'enrichissement spécifique, R = Xo

E(t)
l'intégrale peut étre estimée graphiquement car il s'agit de la surface sous-tendue par la courbe de I'enrichissement
spécifique. L'extension de ce modéle mathématique A I'organisme vivant nécessite les postulats suivants :
a) il existe un compartiment central unique de la substance 2 étudier, aussi bien sur le plan physique (il faut que
la substance circule librement dans tout l'organisme, allant d'un secteur 3 un autre, d'un organe 2 un autre, sans
frein ni facilitation) que sur le plan métabolique (méme devenir métabolique pour la totalité des molécules de
substance tracée),
b) l'organisme est a I'état stable pour la substance tracée, c'est A dire que les flux de tracé entrant dans le
compartiment central et en sortant sont €gaux (pas d'accroissement ni de diminution de 1a taille du compartiment
central durant les mesures) ; en pratique, la concentration sanguine de la substance tracée, non marquée, doit étre
stable (variation inférieure 2 10 %) durant I'épreuve,
©) la substance traceuse doit avoir le méme devenir metabolique et physique que la substance tracée (absence de
discrimination par I'organisme entre substrat marqué et substrat non marqué qui entrainerait un devenir différent
de celui de la substance tracée ou un "tri" métabolique entre les deux substances).
d) la quantité de substance traceuse nécessaire pour les mesures doit pouvoir étre suffisamment faible pour ne pas
modifier la taille du compartiment central ou les flux de la substance tracée.
e) il faut pouvoir accéder au compartiment central - pour mesurer le rapport de "concentration" traceur/tracé - ce

qui implique en pratique que le secteur vasculaire soit partie intégrante et indifférenciée du compartiment central.

1N g
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3.3. - TECHNIOUE BASEE SUR L'UTILISATION DE LA 13C LEUCINE

La leucine est I'un des trois acides aminés essentiels ramifiés (leucine, valine, isoleucine). Il n'est pas
synthétisé par I'organisme. Son catabolisme passe par une transamination avec formation de céto-iso-caproate
(K.I.C.), cette étape étant réversible. Le radical carboné, ainsi formé, peut étre utilisé dans des voies métaboliques
énergétiques (cétogénese, cycle de Krebs) ou étre réanimé, dans la cellule, pour former de la leucine utilisée pour
la synthése protéique, essentiellement dans le muscle. L'autre devenir du K.I.C. est de subir une décarboxylation,
étape irréversible et limitante, suivie de la dégradation complete de la molécule en CO2. En pratique, la leucine
entrant dans le compartiment central provient de deux sources : apports exogénes alimentaires (I : intake) et
catabolisme protéique (B : breakdown) et elle en sort par deux voies : synthése protéique (S : synthesis) et
dégradation oxydative (C : catabolisme) (figure 3 ). Si I'on peut reconnatre la molécule de CO2 issue de la
décarboxylation de la leucine et en mesurer le flux dans l'organisme et que parallélement on mesure les flux de
leucine entrant et sortant du compartiment central de leucine, on peut connaitre les flux de leucine allant vers la
syntheése protéique et provenant du catabolisme protéique :

Ra=Rd=C+S=1+B

La technique consiste donc, en utilisant comme traceur la leucine marquée a 13C sur le carbone perdu
lors de I'oxydation (1 - 13C leucine), et 2 mesurer les flux de leucine entrant dans le pool et en sortant (Ra et Rd)
et le flux de 13CO2 sortant de I'organisme (C). Le débit d'apport (I) étant connu, on en déduit S et B, flux
représentant I'implication de a leucine dans la synthese et la dégradation protéique. Si on considére que laleucine
est un acide aminé essentiel, présente en grande quantité dans le muscle, on obtient ainsi un reflet de 1'état

métabolique du muscle, pour ce qui concerne la synthése et la dégradation protéique a ce niveau.

54. REALISATION PRATIOUE

54.1. BOLUS DE L-1-13 C LEUCINE
A la fin des épreuves physiques décrites dans le chapitre 2.4, soit dés le début de la période de

récupération, un bolus de leucine 13C a été injecté par voie veineuse dans le pli du coude (120 mg de L-1-13C-
leucine dans 15 ml de sérum physiologique pour un homme de 70 kg) correspondant & un bolus de 20 umol/kg
en moins de 3 sec. suivi par 50 ml de sérum physiologique pour rincer la veine. La décroissance plasmatique de
I'enrichissement en 13C-leucine a été suivie pendant 120 minutes par des prélévements veineux dans le bras
opposé a celui de l'injection (5 ml) aux temps suivants : ZLZj iS 7, 10, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes
aprés le bolus de 1-13C leucine.

LM
.(_.‘n_ .
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Figure 3

MODELE COMPARTIMENTAL DES FLUX DE LEUCINE
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4.2. MESURE DE L'ENRICHISS PLASMATIQUE
Les prélévements sanguins ont été immédiatement centrifugés et le plasma cungelé A - 80°C pour une
étude ultéricure simultanée de 'ensemble des prélevements, comprenant une séparation de la leucine des acides
aminés totaux du plasma et une transformation de la leucine permettant I'analyse par chromatographie gazeuse

couplée 2 la spectrométrie de masse du rapport 13C leucine sur 12C leucine plasmatique.

5.4.2.1. Séparation de la leucine des acides aminés totaux plasmatiques

500 u1 de plasma ont été acidifiés par I'ajout de 10 ul d'HCL 3N et de 1 ml d'HCL 0.01 N. Cet
échantillon est ensuite déposé sur une colonne échangeuse d'ions préparée de la fagon suivante : sur une pipette
pasteur de 0.5 cm de diamétre, bouchée avec de la laine de verre, on a versé 1 ml d'une résine échangeuse d'ions
DOWEX AG 50 WX-8, 200-400 mesh hydrogen form, BIORAD) acidifiée (pH = 1). Ensuite la colonne est
rincée successivement par 1 ml d'HCI 0,01 M et 1 ml d'H20 bidistillée. Puis la colonne est éluée par 1 ml de
NH4OH, 9N et la leucine est décrochée de la colonne par le passage d'un deuxiéme ml de NH4OH 9N. Cet éluat
est recueilli dans des flacons 2 dérivation puis évaporé sous azote. Nous avons testé les colonnes en ajoutant des

quantités connues de leucine 14C. Le rendement d'extraction estde 91 %.

5.4.2.2 Dérivation de la leucine (Figure 4

Cette étape est la seule qui soit spécifique de l'acide aminé étudié. En effet, I'étude en C.G.S.M. du
rapport isotopique impose que la molécule d'acide aminé soit volatile (chromatographie gazeuse) ; de plus, elle
entraine une fracture de la molécule en plusieurs fragments sur lesquels porte I'analyse en spectroméltrie de masse.
_ 11 faut pouvoir obtenir un fragment contenant le carbone marqué.

La dérivation consiste donc & soumettre I'acide aminé 3 des réactions chimiques qui masquent ses
groupes polaires par des chainons alkylés, par exemple N-acétyl-propylester (N -A.P.-alanine) ou trifluoro-acétyl-
butylester (T.F.A B.-leucine).

a) Réaction de butylation: L'¢luat sec est repris avec 400 ul de HCL 3N dilué au 1/4
dans le butanol, agité au vortex, soniqué 10 minutes puis incubé 30 minutes 4 110°C dans un bain-marie. Aprés

l'incubation, I'échantillon est évaporé puis repris avec 200 uf de CH2C13 et ensuite 3 nouveau évaporé.

b)Réaction d'estérification par l'anhydride tri fluoroacétique (TFA);

Le résidu sec est remis en solution par 200 ul de TFA dilué 4 50 % dans du CH2Cl3, puis vortexé,
soniqué et incubé 15 minutes 3 70°C dans un bain marie.
Aprés €vaporation, la leucine ainsi dérivée est remise en suspension avec 50 ul d'acétate d'éthyle avant

d'étre injectée dans la colonne du chromatographe.

9¢8 -
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REACTION DE DERIVATION DE LA LEUCINE
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3.4.3. - CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE ET SPECTROMETRIE DE MASSE
CG.SM.

5.4.3.1.Théorie (Fig. 5

L'appareil de C.G.S.M. comprend en série un chromatographe en phase gazeuse et un spectrométre de
masse, ces appareils étant pilotés et les résultats calculés par ordinateur.

L'échantillon contenant la leucine dérivée est injecté dans la colonne du chromatographe ou la
temp<rature 1a fait passer en phase gazeuse. Elle est propulsée le long de la colonne par un gaz vecteur (hélium)
et se présente  la sortie de I'appareil 2 un temps de rétention propre dépendant de la volatilité du composé. A ce
stade, si on introduit dans I'échantillon initial un étalon interne de concentration, par exemple la d10 leucine pour
laleucine, on peut calculer la concentration de leucine par rapport i celle, connue, de I'étalon.

Les "pics" d'acides aminés sont alors traités par le spectrométre de masse. Ils passent dans une chambre
d'ionisation ol les molécules sont "bombardées"” par un faisceau d'électrons, ce qui provoque une fragmentation
des molécules initiales en plusieurs ions chargés positivement. L'ensemble des cations est ensuite accéléré vers
l'autre extrémité du spectrometre au travers d'un filtre quadripolaire. Au cours de ce trajet, les ions sont déviés de
leur trajectoire suivant le champ quatripolaire. L'amplitude de cette déviation dépend avant tout de la masse des
fragments, ce qui fait de cette partie du spectrometre un véritable "filtre" de masse. A la sortie, un analyseur
mesure l'abondance relative des différents ions.

En injectant dans le C.G.S.M. des échantillons contenant chacun un seul acide aminé dérivé, on peut
déterminer 2 données importantes :

1) le temps de rétention spécifique de cet acide aminé, ce qui permet de n'étudier ensuite les données du
spectrométre de masse qu'a ce moment précis et ainsi simultanément plusieurs acides aminés dans un méme
échantillon, en lisant I'empreinte laissée dans le filtre de masse 3 différents temps de rétention,

2) la nature et I'abondance relative des fragments 2 1a sortie du spectrometre de masse, "empreinte" spécifique de
l'acide aminé dérivé, parfaitement reproductible si le mode de dérivation choisi est convenable ; ceci permet en
outre d'étudier simultanément plusieurs formes isotopiques d'une molécule, marquée sur le carbone et sur I'azote,
par exemple.

Le chromatographe en phase gazeuse est incapable de séparer les différentes formes isotopiques d'une
méme molécule, qui ont le méme temps de rétention. Par contre, le spectrométre de masse sépare des fragments
ne différant que par un neutron et donc permet de calculer un rapport entre des fragments isotopiques dont le poids
moléculaire ne différe que d'une unité.

LaT.F.A B.13C-leucine donne un fragment de poids moléculaire 228, dont on peut mesurer I'abondance
relative & celle d'un fragment 227 issu de la TF.A.B. 12C-leucine. (Feuille des spectres)(Fi g 6)

‘1'1«“
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SCHEMA DE L°ANALYSE EN C.G.S.M.
(exemple de la '*N-alanine)

Figure 5 K
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LEUCINE

SPECTRES DE MASSE ( impact électronique i 70 ev )
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5.4.3.2. Matériel et méthode
Ensemble de couplage CGSM HEWLETT-PACKARD comprenant :
- chromatographe HP 5890
- MSD 5970
- passeur autoxﬁalique ALS 7673 A
- station informatique HP 9000

- logiciel macro version 3.2
Acquisition des données en mode SIM (Single Ion Monitoring) :
Pour augmenter la sensibilité de détection, I'acquisition se fait seulement sur quelques ions
spécifiques 4 chaque molécule (SIM) et non sur leur spectre complet. Aprés enregistrement préalable des spectres

de masse des molécules et étude de leur fragmentométrie, les ions spécifiques A suivre sont les suivants : (Fig.7)

- leucine C12 ion 227
- leucine C13 ion 228
- leucine totale (C12 + C13) ion commun 182

- D10 leucine (étalon interne) ion 192

Conditions opératoires

Chromatographie : gaz vecteur : hélium 0,5 bar
colonne capillaire HP Ultra 2 (12 m x 0,22 mm x 1.2 u)
température injecteur 280°C
four 110°C isotherme
interface 290°C

Spectro de masse : impact électronique 70 eV
SIM sur 227, 228, 182, 192

Quantité injectée : 3 ,ll

54.4. MESURE DE LA CONCENTRATION DE LEUCINE 12C DANS LES

ECHANTII L ONS

On injecte dans le C.G.S.M. des solutions étalons contenant des concentrations croissantes connues (75
MM, 125 ,4M. 175 puM) de leucine se situant autour de la valeur attendue de leucine plasmatique (150 uM) et un
€étalon inteme (d10 leucine, 20 /4M pour doser la leucine) et on établit une courbe d'étalonnage ot le rapport des
surfaces des pics caractéristiques de I'acide aminé et de I'étalon interne (leucine/d10 leucine) est une fonction de la
concentration de I'acide aminé. On peut alors en déduire la concentration correspondant au pic issu de 'échantillon
édi¢ (Fig.8).

LW
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TEVCINE
ETUDE DE FRAGMENTOMETRIE DE MASSE.

Figure 7

(DERIVES N-TRIFLUOROACETYL n-BUTYL ESTER )
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LETYCINE
PROFIL DE L'ACQUISITION CG/SM EN MODE SIM ET INTEGRATION

Data fils:
File type:

DATA:LEU_ARG3A.D
6C 7 MS DATA FILE

Sample Name: ECH 3 ,XA.BI.BOLUS 1| AV.RES.
Misc Info:
Operator
Date 4 Dec 9t 4:27 pm
Instrument: MS5_S5370
Inlet + GC

Sequence index :
Als hotile num :
Replicate num

1
3
1

txrarxasesr INTESRATION LEUCINE ##snssranne

Ioen 227.0320 amu.’-Fram DRTR:LEUJ_REBSR. DO
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TEMPS C12 TEMPS Ci13 TEMPS LEUTOT TEMPS EI
S.877 5.677 S.677 5.553
AIRE 227 AIRE 22 AIRE 182 AIRE 182
55032689 38685349 405.6e6 55363802
RAPPORT LEUC13/EI 228/192 = 0.7248
RAPPORT LEUCI3/LEUCt2 228/227 = 9.5853
RAPPORT LEUTOT/EI 1827192 7.600
RAPPORT LEUCI12/E1] 227/192 1.239
229/182 0.09537

RAPPORT LEUC13/LEUTOT
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3.4.5. CALCUL DE L'ENRICHISSEMENT PLASMATIQUE

Lorsqu'on utilise un traceur radioactif, on n'a pas 2 se préoccuper de la présence de ce traceur avant

injection, puisqu'il est supposé absent de I'organisme (en fait présent, mais en quantité négligeable). Lorsque le
traceur est un isotope stable, nous avons vu que sa présence préalable n'est pas négligeable (on considére
qu'environ 1 % des atomes de carbone est sous forme 13C dans les substances organiques). On est donc amené 3
mesurer une différence entre le rapport molaire 13C.leucipe/ 12¢C jeucine (RJ leucine) existant dans I'organisme
avant injection du traceur (ligne de base = RJO) et celui existant apres le bolus (RJp). L'utilisation de la
C.G.S.M. permet la mesure de RJ de facon indirecte : on s'intéresse en fait au rapport des fragments de poids
moléculaire 228/227. Cet intermédiaire nécessite un étalonnage préalable : op injecte dans la C.G.S.M. des
échantillons de leucine dont e rapport 13C/12C est fixé de fagon croissante ; on obtient une série de rapports des
surfaces des pics 228 sur 227 et on construit une droite de régression o le rapport de surfaces 228/227 est une
fonction de RJ. La pente k de cette droite permettra de déterminer le rapport 13C- leucine/12C-leucine des
échantillons ensuite analysés en C.G.S.M. :

R = surface (228) / surface (227)

k
on a ainsi : E = (RIp - RJo) x 100
(RIp - RJo) +1

(e factenur 100 transformant un rapport en pourcentage d'excds molaire

6. BILAN BIOLOGIQUE

Un bilan biologique a été réalisé -

- au repos,

- alafin de l'exercice physique prolongé de 1 h 30 sur ergocycle,

- & lafin de la récupération, soit 2 heures aprés le bolus de leucine 13C

6.1. PARAMETRES METABOLIOUES ET HORMONAL

Il comprend les dosages sanguins suivants :

glucose
lactate
BCH
AGL

NH3
acide urique

pH
pCO2
pO2

insuline

LT

1, -

7 W
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6.2. - TRAITEMENT DES ECHANTILLONS SANGUINS

Pour le pH, pCO2, pO2 sanguin : le sang est immédiatement dosé A I'aide d'un analyseur de gaz du sang
(ABL 330 Radiometer).

Pour le glucose, lactate, B OH: des aliquots de 0.5 ml de sang total sont prélevés et répartis dans des
tubes de recueil sur 1 ml d'acide perchlorique (0.6 N), en vue de précipiter les protéines du sang. Aprés agitation,
les tubes sont congelés - 20°C, pour les dosages ultérieurs de glucose, lactate et BOH.

Pour l'insuline et les AGL : le sang total hépariné est centrifugé 2 3 000 tours/min. pendant 10 minutes
44°C. Le plasma recueilli est séparé en aliquots de 0.5 ml puis congelé h.- 80°C, afin de doser I'insuline et les
AGL utlérieurement.

Pour acide urique, urée, NH3 : le sang total hépariné est centrifugé a 3 000 tours/min 2 4°C. Le plasma

recueilli est analysé immédiatement.

6.3. DOSAGES DES METABOLITES

Les métabolites sont dosés par des techniques spécifiques enzymatiques : le glucose (Slein, 1963), le
lactate (Hohorst, 1963), le BOH (Williamson et coll., 1962), le NHg, l'acide urique et l'urée (Kit Kodak

Ektachem). Le dosage des AGL est réalisé A I'aide d'un kit enzymatique (NEFA, test Wako, Biolyon).

6.4. - DOSAGE DES HORMONES

Le dosage de l'insuline (Hales et Randle, 1963) est fait avec le kit INSEK-J fabriqué par le CEA
(sensibilité évaluée 2 2.5 UL ml-])

1. ETUDE STATISTIQUE

Les résultats ont €1€ traités, soit par un plan d'analyse de variance, soit par un test non paramétrique (test

T —

de rang) de Wilcosar.

C - RESULTATS

LTAUX DE RENOUVELLEMENT DE LEUCINE

Le nombre restreint de sujet améne 2 exploiter les résultats individuellement.
La régression polynomiale des points expérimentaux fait apparaitre un modéle & 2 exponentielles dont le

coefficient de corrélation est supérieur A R = 0.90 pour I'ensemble des sujets.
La méthode de calcul du taux de renouvellement nécessite d'établir la droite résultante des deux courbes

exponentielles exprimées en coordonnées semi logarithmiques.

e
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e

L'intersection de ces droites avec I'axe des Y représente l'activité spécifique au temps O. La pente de la
droite est proportionnelle au taux de renouvellement, elle représente le coefficient K. Dans notre étude, le taux de
renouvellement est exprimé en pmol de leucine par 1 de plasma et par heure.

Les droites représentant les cinétiques rapides et leates du taux de renouvellement sont représentées par
des figures, pour chaque sujet (Fig. 92 15).

Il n'est pas possible d'exploiter les résultats du sujet A.R. A cause d'une erreur dans le protocole de
prélévement a l'issue de I'injection de 13C leucine.

Les données numériques pour chaque sujet sont représentées dans les tableaux (de 1 2 11), on constate
pour le sujet AR. un taux trés élevé d'activité 13C au temps 2 minutes. Le préleévement, effectué dans le méme
site que le lieu d'injection, récupére aux temps courts I'activité leucine persistant localement dans le territoire
veineux de I'avant-bras.

Le calcul des taux de renouvellement est présenté dans le tableau (7 2 11) et sur chaque figure.

On constate pour 4 sujets (BR, GG, JR, XB) que les pentes rapides de diminution de I'activité spécifique
13C-leucine _ sont identiques.
leucine totale

Calcul des TR (Tableau 12)

La valeur moyenne du taux de renouvellement rapide est de 136.2 + 20.0 famol 1 p-1avant le régime
et de 126.2 + 15.0 umol IFlpl aprés le régime. L'analyse statistique par un test de rang fait apparaitre qu'il n'y a
pas de différence significative entre ces deux valeurs.

La valeur moyenne du taux de renouvellement lent est de 11.4+ 6.0 Jamol -1 bl avant le régime et de
257 £ 10.2 ymol I Iyl aprés le régime. L'apalyse par un test de rang fait apparaitre que le taux de
renouvellement lent de 1a leucine est significativement plus élevé 2 l'issue du régime protéique.

4 sujets sur 5 présentent une élévation significative de la valeur de ce T.R. lent.

9¢8
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TR rapide TR lent

AVANT APRES AVANT APRES
B.R 180 8.2 1.4
G.G 114 32 54
J.R. 105 1.41 7.3
X.B. 100 98 . 8.1 29.7
F.L. 182 123 7.2 36
Moyenne 136.2 126.2 11.4 257

+

SEM 20.0 15.0 5.0 10.5

TABLEAU 12

Présentation des Mmoyennes + SEM des taux de renouvellement (TR)

de leucine, mesurés avant et aprés la période de régime expérimental.
RO B |

Les deux composantes lentes et rapides sont exprimées en pmol.l _h

8 LW g
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ST ANAEROB CTIQUE (CYBEX) (Tableau 13

Les résultats montrent une diminution significative de la puissance anaérobie lactique a I'issue d'un
exercice de 90 min. sur ergocycle 2 60 % du VO2 max (p < 0.001). La complémentation protéique de 0.6 g/kg/j

ne modifie pas le temps de maintien de la force maximale.

3. PARAMETRES DU METABOLISME GLUCIDIQUE ET LIPIDIQUE (Tableau 14 et

3.1. LE GLUCOSE SANGUIN
La glycémie n'est pas modifiée ni par un exercice de 90 min sur ergocycle a 60 % du VO2 max. ni par

la complémentation protéique.

3.2. LE LACTATE

La lactatémie est revenue 2 sa concentration basale a l'issue des 90 min. d'exercice a2 60 % du VO3 et
n'est pas modifiée par la complémentation protéique dans les situations de repos et juste a l'arrét de l'exercice. Par
contre, sa valeur est significativement plus faible (p < 0.01) au bout de 2 heures de récupération lorsque les

sujets ont absorbé un complément protéique de 0.6 j/’kg/j pendant 3 semaines.
3.3. LES ACIDES GRAS LIBRES (AG.L)

Les concentrations d'A.G.L. sont significativement augmentées 2 1'issue de l'exercice et de fagon
identique quelle que soit la nutrition. Ces valeurs restent éle'véw lors de 1a récupération.
34. L'INSULINE
L'insulinémie est significativement diminuée 2 la fin de I'exercice physique et de facon identique pour les
deux régimes (p < 0.001). Elle reste significativement basse lors de 1a récupération.
L'injection de leucine 13C en bolus (120 mg de L-1.13c leucine) n'a pas d'action sur la sécrétion

d'insuline.

4. PARAMETRES DU METABOLISME AZOTE(Tableau 16)
4.1. L'AMMONIAQUE SERIQUE : NH3

L'ammoniaque sérique est augmentée de fagon non significative, respectivement de 22 % et de 23 % par la
complémentation protéique au repos et lors de la récupération par rapport a leur propre témoin (46.7 + 4.8 vs
56.8 + 4.3 pmol.1"1 ; 46.5 + 8.7 vs 57.2 + 6.8 pmol I').

A l'issue de 90 min d'exercice sur ergocycle, les concentrations de NH3 sont respectivement plus élevées

que leur témoin repos.

LW e

9¢8



- 136 -

CYBEX

REPOS APRES EXERCICE
Sans complémentation 98.5 + 9.1 498 +7.1(a)
Avec complémentation 862+ 75 545+ 682
Tableau 13:  Evolution du temps de maintien d'une force équivalente a - 50 % de la force maximale

volontaire d'extension de la jambe (en secondes) au repos et aprés un exercice de 90 min sur ergocycle 2 60 % du
VO2 max sans ou avec une complémentation protéique de 0.6 g/kg/j pendant 3 semaines.

Les résultats sont les moyennes + S.EM. de 6 déterminations (a) - les valeurs sont
significativement différentes de celles du repos (p < 0.05).

Pas d'effet de la complémentation.

LY
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METABOLITES SANGUINS

SITUATIONS REGIMES GLUCO-S1E LACTA'l-'1E A G_I;
Complémentation (mM.L ) (mM.L ) (uM.L )
SANS 4.88 +0.02 1.10 £ 0.09 0.24 + 0.07
REPOS
AVEC 4 94 +0.09 1.23 1+ 0.09 0.21 £+ 0.03
SANS 4.831+0.23 1.20 £ 0.12 1.31 £ 0.21(a)
FIN EXERCICE
AVEC 4.851+0.15 1.97+0.24 1.12 + 0.24(a)
SANS 4 .40 +0.16 1.98 £+ 0.39 1.09+0.15(a)
RECUPERATION
AVEC 458+ 0.11 0.84 + 0.04(b) 0.86 + 0.14(a)

TABLEAU 14

Evolution des métabolites sanguins au repos, a I’'issue d’un exercice physique de
90 min 4 60 % du V02max et lors de larécupération sans ou avec une complémen-
tation protéique de 0.6 g/kg/j pendant 3 semaines. Les résultats sont les moyennes
+ SEM de 6 déterminations.

(a) valeurs significativement différentes des valeurs de repos (effet exercice)

(b) valeurs significativement différentes de la valeur sans complémentation

(effet nutrition)

LW
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INSULINE
SITUATIONS FIN BoLus | BoLus FIN
REPOS
EXERCICE|] 5 MIN | 30 MIN
REGIMES
Sans
complémentation | ,5 34 10.4 |10.2+1.2(a)|7.8 + 0.6(a} 6.8 + 0.3(a)| 7.6 + 0.3(a)
Avec
complémentation  |,5 4356 |10.4+0.8(a)|7.9+1.0(a)7.9+0.4(a)|8.020.3(a)

TABLEAU 15

Evolution de I’'insulinémie en MUI.mI'1

au repos, aprés 90 min d’exercice sur ergocycle

a 60 % du VO omax et 5, 30, 120 min suivant le bolus de Ieuciné3 C, sans ou avec
une complémentation protéique de 0.6 g/kg/j pendant 3 semaines.

Les résultats sont les moyennes + SEM de 6 déterminations.

- (a) valeurs signiticativement différentes de celles au repos

- pas d’effet de la complémentation

an
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METABOLISME AZOTE

NH, UREE ACIDE URIQUE
SITUATIONS REGIMES » P »
Complémentation (uM.L ) (mM.L ') (uM.L ")
SANS 46.7+4.8 8.2+ 0.9 346.8 + 20.0
REPOS
AVEC 56.8 + 4.3 8.6+0.8 301.7 + 20.3
SANS 87.8 + 7.4(a) 7.6+ 0.6 358.7 + 33.6
FIN EXERCICE
AVEC 94.0 + 6.6(a) 8.5+0.7 312.0 £ 15.7
SANS 46.5 + 8.7 7.2+ 0.5 356.3 + 12.5
REGUPERATION
AVEC 57.2+6.8 8.310.8 453.6 +8.7

TABLEAU 16

Evolution des paramétres du métabolisme azoté au repos, a I’issue d’un exercice
physique de 90 min a3 60 % du VO2 max et lors de la recupération sans ou avec

une complémentation protéique de 0.6 g/kg/j pendant 3 semaines.

Les résultats sont les moyennes + SEM de 6 déterminations.

- (a) montre que les résultats a la fin de I’exercice sont significativement

différents de ceux au repos (p < 0.05)

- pas d’effet de la complémentation
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GAZ

DU SANG

SITUATIONS REGIMES PH pCO, PO,
Complémentation (nM.L" ) (mm Hg K Pa) (mm Hg K Pa)
SANS 7.23 +0.02 52.12 + .3.95 39.78 + 8.29
REPOS
AVEC 7.18 £ 0.02 50.64 £ 2.55 47.76 + 8.51
SANS 7.24 4 0.01 43.27 + 2.45(a)] 63.80 + 8.67(a)
FIN EXERCICE
AVECGC 7.21 + 0.01 43.46 + 1.89(a)] 56.56 + 5.51(a)
SANS 7.29 £+ 0.02 46.20 £+ 1.58 44.70 + 9.68
RECUPERATION
AVEC 7.23 + 0.01 44.86 + 1.84 42.12 + 4 01

TABLEAU 17

Evolution du pH, pCOzet poO 2du sang veineux au repos, a l'issue d’un exercice
physique de 90 min a 60 % du VO2 max et lors de larécupération sans ou avec
une complémentation protéique de 0.6 g/kg/j pendant 3 semaines.
Les résultats sont les moyennes + SEM de 6 déterminations

- (a) valeurs significativements différentes de celles du repos (p < 0.05)

- pas d’effet de la complémentation
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PARAMETRES RESPIRATOIRES

VCO2 VO2
SITUATIONS REGIMES QR
Complémentation mm".kg -1 L.min'1.kg -1
SANS .86 + 0.03 .35 +0.03 0.40 + 0.03
REPOS
AVEC 85 +0.04 .43+ 0.04 0.51 £ 0. 03
SANS 0.88 + 0.03 .03 + 0.14(a) 2.31+0.17(a)
30 MIN
AVEC 0.89 + 0.01 .91 + 0.13(a) 2.14 £ 0.15(a)
SANS .90 £ 0.01 .10 + 0.14(a) 2.33+0.14 (a)
60 MIN
AVEC 0.88 + 0.01 .05 + 0.11(a) 2.33 + 0.14(a)
SANS 0.89 + 0.02 .21 + 0.15(a) 2.46 + 0.15(a)
90 MIN
AVEC 0.88 + 0.01 .06 + 0.13(a) 2.35 + 0.16(a)
TABLEAU 18

Evolution des parameétres respiratoires (QR, \;COZ, \.IOZ ) au repos et toutes les

30 min pendant un exercice de 90 min sur ergocycle a 60 % du Vg max sans ou avec
une complémentation protéique de 0.6 g/kg/j pendant 3 semaines.

Les résultats sont les moyennes + SEM de 6 déterminations

- (a) valeurs significativement différentes de celles au repos.

pas d’'etfet de la complémentation
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4.2. L'UREE ET L'ACIDE URIQUE

Ni I'exercice, ni le régime ne modifient les concentrations plasmatiques d'urée et d'acide urique.

S. PARAMETRES DES GAZ DU SANG VEINEUX (Tableau 17)

3.1. PH
La complémentation protéique et I'exercice ne modifient pas le pH sanguin
5.2. PCO2 ET PO2
La pCO3 est significativement diminuée 2 la fin de l'exercice alors que la pO7 est augmentée. La

complémentation ne modifie pas ces paramétres.

6. PARAMETRES RESPIRATOIRES (Tableau 18)

6.1. QUOTIENT RESPIRATOIRE : OR

Le QR n'est pas modifié : ni par un exercice de 90 min sur ergocycle 3 60 % du VO?2 max ni par la

complémentation protéique.

6.2. VOLUMES DE CO2 ET VOLUMES D'O2 EXPIRES

Les résultats montrent que les VCO2 et les VO3 expirés sont significativement augmentés lors de

I'exercice physique. La complémentation protéique ne modifie par I'évolution de ces paramétres.

D - DISCUSSION

1. TAUX DE RENOUVELLEMENT DE LEUCINE

Ces résultats ameénent 2 discuter le choix de la méthode. La totalité des résultats publiés chez I'homme
concernant le TR de la leucine mesurée avec de la leucine 13C wtiljse la méthode de perfusion continue (Lamont
et coll., 1990 ; Carraro et coll., 1990, Devlin et coll., 1990 ; Darmaun et coll., 1989 ; Cobelli
et coll,, 1991 ; Knapik et coll,, 1991). Les limites et les avantages respectifs des méthodes d'études
utilisant soit les méthodes de bolus, soit les méthodes de perfusion continue ont été discutées par Chevallier(
1972). La méthode du bolus permet d'analyser le renouvellement de molécules admettant un ou deux
compartiments alors que la méthode d'aministration continue permet d'analyser une somme d'exponentielles
¢ventuellement décomposables en de multiples compartiments. Concernant I'étude de 1a leucine, 1'étude de

Cobelli et coll. (1991), utilisant un double isotope 13C leucine et 13C ketoisocaproate, a permis de
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dénombrer les compartiments d'échanges et de métabolisation de la leucine 13C. Le modzle le plus complet fait
apparaitre 10 compartiments qui peuvent se subdiviser en 2 groupes : un compartiment A métabolisme rapide et
un compartiment & métabolisme lent. La méthode de bolus fait ressortir I'existence de ces 2 compartiments et ne
permet pas de mettre en évidence les sous- unités d'échange. Cette méthode est donc moins fidéle que la méthode
a I'équilibre. Dans notre étude, elle avait pour but principal de répondre 2 une question qui consistait a définir si
I'administration d'un régime riche en leucine pouvait modifier le métabolisme dela leucine pendant la phase de
récupération. Les différences statistiques observées sur le compartiment lent d'échange et de métabolisme indique
que cette méthode révele une adaptation métabolique sous I'effet du régime riche en protéines. L'intérét de la
méthode du bolus réside dans sa facilité d'emploi. Elle nécessite I'injection unique 2 I'aide d'un matériel 2 usage
unique d'une dose de 13C leucine; le sujet est soumis 2 des prélévements sanguins seulement pendant les 2
heures qui suivent l'injection. La méthode de perfusion continue nécessite de perfuser a I'aide d'une pompe, une
solution de leucine pendant 4 heures. Cette méthode présente, chez le volontaire sain, plusieurs inconvénients
d'ordre éthique qui sont le risque infectieux résultant de I'utilisation d'un matériel de perfusion (pompe et tubuline
de 1a pompe) & usages répéiés et le risque de traumatiser les veines. La perfusion et le recueil dans un territoire
veineux pendant 4 heures fait courir un risque de thrombose ou de lésions veineuses. Enfin, I'acceptabilité par les
sujets d'une immobilisationl de 2 heures aprés I'exercice est supérieure 2 1'acceptabilité d'une immobilisation de 4
heures. La validité des résultats obtenus peut étre évaluée en comparant la cinétique rapide post-exercice
musculaire et les données obtenues avec 1a méthode de perfusion continue. La TR mesurée pendant la phase de
récupération d'un exercice musculaire 3 75 % du VO?2 max jusqu'a épuisement par Devlin et coll. (1990) est
de 115pmol kg ! b-1. Les valeurs mesurées lors de la phase rapide de diminution de I'activité 13C leucine dans
notre étude sont de 136.2 gamol kg" 11 avant régime et de 126.2 [Jmol.kg'l.h ‘laprés régime et sont proches de
celles observées par Devlin et coll. (1990).

La question se pose de savoir quelle est 1a destinée de la 13C leucine qui disparait. Les données de
Devlin et coll. (1990) ont montré que I'augmentation du flux de leucine pendant la phase de récupération
comparée 2 la phase de repos est liée 2 une augmentation du métabolisme non oxydatif de la leucine et représente
une angmentation des synthéses protéiques. L'augmentation du synthéses protéiques pendant la phase de
récupération a €té confirmée par les données de Carraro et coll (1990a et 1990b). Cet accroissement des
synthéses en période de récupération s'oppose 2 la phase d'augmentation de 'oxydation qui survient pendant
I'exercice musculaire (Carraro et coll., 1990b). Dans notre étude, la méthode utilisée ne permet pas de vénfier
l'orientation des flux, il est donc difficile d'attribuer une origine A I'augmentation du TR lent qui survient aprés le
régime protéique. Carraro et coll. (1990) n'ont pas trouvé de modnf ncauon des ﬂux de ]eucme pendant

I'exercice musculaire et en période de récupérahon Al lssue d'un rég:me riche en prolemes Cetle dlfférencc avec

'augmentation observée dans notre étude. pemt d'une part s ‘expliquer par un effet spécnﬁque des acides aminés’

branchés ou par une limitation de la méthode en perfusnon continue. Cetle mélhode qm satore | orgamsme en

leucine peul masquer les phénoménes lents de synthése qui surviennent dans la pénode lardxve de récupération.

'L'Hﬁ
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Au total, ces éléments permettent de formuler I'hypothese que 'accélération de la disparition de la leucine 13C

qui survient dans la phase tardive de la récupération dépend du métabolisme lent de la leucine. Ce compartiment

lent d'échange reflete les synthéses protéiques (Rosenblatt et coll., 1988). Il est donc possible que l'effet

leucine se traduise plus par une action au niveau de la stimulation de la synthése qu'au niveau de l'oxydation.

L'hypotheése initiale d'une augmentation du flux oxydatif sous I'effet d'une induction de l'enzyme clé de
'oxydation (la BCOAD) ne se trouve Ppas confirmée.

L'effet stimulant de la leucine sur la synthese protéique en phase de récupération correspond aux données
obtenues en situation de repos. La perfusion de leucine augmente les syntheses protéiques musculaires (Louard
et coll., 1990). Cet effet semble résulter d'une modification du rapport NADH (Mitch et Clark, 1984)

NAD
Etant donné les relations qui existent entre le statut redox et l'orientation des voies métaboliques, on peut faire
I'hypothése que I'administration chronique de leucine modifie la répartition entre le débit de la glycolyse aérobie
et anaérobie et améliore la production d'ATP par voie anaérobie. Cette hypothése est renforcée par les résultats
obtenus dans 1'étude précédente utilisant I'analyse par RMN du métabolisme musculaire. 11 existe une relation
étroite entre le flux glucidique et les syntheses protéiques post- exercice musculaire (Lemon et Mullin, 1980).
Le mécanisme hypothétique d'action de la leucine passerait par une amélioration des flux glycolytiques en phase
de récupération, résultant peut étre d'un effet sur la capacité tampon du muscle, qui serait secondairement

responsable d'une augmentation des synthéses protéiques.

2. PERFORMANCE ET METABOLISME '
e p v bl MEITABOLISME

La complémentation prot€ique de 0.6 g/kg/j d'AAB ne modifie pas le temps de maintien de 50 % de la force
maximale volontaire (FMV) d'extension de la Jambe en isométrie : ni au repos, ni apres l'exercice de 90 min sur
ergocycle.

Le temps de maintien de 50 % de la force maximale volontaire (FMYV) d'extension de la jambe en
isométrie n'est pas modifiée par la complémentation protéique de 0.6 g de protéines/kg corporel/jour d'AAB. Ces
résultats sont différents de ceux de Warlberg et coll. (1988), qui ont trouvé une importante diminution de
l'endurance du quadriceps chez des sujets recevant une alimentation hyperprotéique (1.6 2/kg/j) comparée 2 celle
observée chez des sujets recevant une alimentation normoprotéique (0.8 g'kglj). Cependant, ces sujets prenaient
certes un régime isocalorique enrichi en protéines mais, il était également appauvri en hydrates de carbone (50 %
de la ration) comparée aux sujets reccvant un régime normoprotéique et riche en glucides (70 % de la ration). Ces
régimes hyperprotéiques et hypoglucidiques affectent le contenu en glycogéne musculaire en induisant une
diminution de leurs réserves (Satabin et coll., 1989 ; Tiedgen et Seitz, 1980), ainsi que le pouvoir
tampon de I'organisme. En effet, Greenhaff et coll. (1987) ont montré qu'une ration pauvre en hydrates de

carbone (7 % de 1a ration) et riche en protéines (29 % de la ration) entrainait une diminution de la concentration

9¢8
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plasmatique de bicarbonate. Ainsi, la réduction du temps de maintien de 50 % de 1a FMV d'extension de la jambe
en isométrie observé par Warlberg et coll. (1988) peut s'expliquer par une diminution des réserves
glycogéniques musculaires et par une réduction de pouvoir tampon de I'organisme qui seraient responsables de
I'arrét de I'exercice. Quant a nos sportifs, ils ont regu une complémentation de 0.6 g/kg/k d'AAB sans
modification de I'apport glucidique. Ainsi, bien que nous n'avons Ppas mesuré I'état des stocks glycogéniques de
nos sujets, nous pouvons extrapoler des réserves glycogéniques identiques chez les sujets ayant regu une
complémentation de 0.6 g/kg/j d'AAB et celles des sujets normoprotéiques ainsi qu'un pouvoir tampon de
I'organisme non modifi¢ ; ce qui explique un temps de maintien semblable.

Seul I'exercice physique de 90 min sur ergocycle 2 60 % du VO3 max diminue le temps de maintien de
50 % de 1a FMV. Cet effondrement du temps d'endurance aprés I'exercice peut s'expliquer par une chute des
réserves glycogéniques des groupes musculaires travaillant. En effet, il est désormais admis :

1) qu'un exercice physique endurant de longue durée induit une diminution progressive des réserves glycogéniques
des muscles actifs (Costill et coll., 1971),

2) que la réalisation et le maintien d'un exercice local soutenu sont corrélés avec la concentration en glycogeéne
musculaire initiale et son niveau d'utilisation (Jacobs, 1981).

A la fin de I'exercice de 90 min 3 60 % du VO2 max, la lactatémie est semblable 2 celle du repos. Ceci
peut s'expliquer d'une part, par des réserves glycogéniques trés faibles 2 la fin de l'exercice (Saltin et Karison,
1971)(il y a donc peu de production de lactate par la voie de la glycogénolyse A ce stade) ; et d'autre part, par une
augmentation de I'utilisation du lactate 2 la fois par le foie et les muscles vers la voie de l'oxydation et par le foie
vers la voie de la néoglucogenése (Wabhren et coll., 1971). Le régime hyperprotidique n'affecte pas ces
différents processus puisque la lactatémie n'est pas modifiée. Par contre, 3 1'issue de la récupération, les
concentrations de lactate sont significativement diminuées par le régime complémenté en protéines, peut étre par
une aclivation de la voie de la néoglycogendse par ces régimes (Tiedgen et Seitz, 1980).

Les concentrations plasmatiques d'AGL sont augmentées 2 'issue deI'exercice et restent élevées apres 2
heures de récupération alors que l'insulinémie est diminuée. L'insuline est une hormone anabolique qui stimule la
voie de la lipogenése et par conséquent diminue les taux circulants d'AGL en les orientant préférentiellement vers
la voie de 1a réestérification dans le tissu adipeux (Steinberg, 1963). La baisse de I'insulinémie, observée aprés
l'exercice et lors de la récupération, entraine ains; lalibération des AGL 2 partir des triglycérides endogénes (TG)
stockés dans le tissu adipeux ; ces AGL pouvant remplacer le glucose comme substrats oxydatifs pour le muscle
travaillant. La complémentation de 0.6 g/kg/j de protéines ne modifie pas ces paramétres.

La production de NH3 est augmentée 2 l'issue de I'exercice et provient du catabolisme des protéines

musculaires qui peuvent apporter de I'énergie et des substrats au muscle qui travaille (Dohm et coll., 1987).

it
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Figure 10
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Figure 14
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Figure 15
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CONCLUSION DES 3 ETUDES

Ces 3 études mettent en évidence l'intérét de compléments protéiques et les limites de leur utilisation :
- 1a premiére étude confirme I'utilisation préférentielle des acides aminés branchés lors d'un raid alpin qui réun;;
les conditions rencontrées lors de situations militaires. Dans ce cas, un apport de protéines standard permet de
maintenir le statut circulant en acides aminés branchés mais ne joue pas de réle sur la performance,
- 1a deuxiéme étude indique qu'un apport spécifique d'acides aminés branchés lors d'un protocole d'entrainement ey
force par électrostimultion augmente la performance musculaire par le biais de modifications du métabolisme
musculaire,
- la troisi¢me étude confirme I'existence d'adaptations métaboliques sous I'effet d'un régime enrichi en acides
aminés branchés. Ces adaptations semblent s'effectuer au niveau des processus d'augmentation des synthéses
protéiques dans la phase de récupération.

Ces résultats indiquent qu'un apport spécifique en acides aminés branchés peut étre efficace pour épargner
le capital protéique lors des situations de catabolisme.

Sur le plan pratique, l'intérét de I'apport en AAB peut s'envisager :
- en clinique, dans les situations d'atrophie musculaire résultant de la dénutrition, de l'immobilisation, au choc
septique,
- én médecine spatiale, afin de prévenir I'atrophie musculaire des vols de longue durée,
- dans des situations environnementales pouvant conduire a une négativation de la balance azotée ; I'hypoxie
d'altitude, la diminution des apports alimentaires associée a I'exercice musculaire, la survie,

Toutes ces circonstances peuvent se rencontrer en milieu militaire. Il existe donc un intérét de COnCEVOir

des rations complémentaires permettant d'augmenter 'apport quotidien d'acides aminés branchés.
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