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ACTH  : Adrenocorticotropin hormone (hormone adréno-corticotrope) 

ADN  : Acide désoxyribonucléique 

AIF   : Apoptosis-inducing factor (facteur induisant l’apoptose) 

AMPc  : Adénosine monophosphate cyclique 

Apaf-1 : Apoptotic protease-activating factor (facteur d’activation de la protéase 
apoptotique) 

ARE  : Adenine/uridine-rich element (séquence riche en éléments adénine/uridine) 

ARNm  : Acide ribonucléique messager 

AP-1  : Activator protein-1 (dimère Fos-Jun ou Jun-Jun) 

AUC  : Area under curve (aire sous la courbe) 

AVP   : Arginine vasopressin (arginine vasopressine) 

BHE  : Barrière hémato-encéphalique 

[Ca²+]i  : Concentration intracellulaire de calcium 

CBG  : Corticosteroid-binding globuline (transcortine) 

CC   : Coup de chaleur 

CCC   : Coup de chaleur classique 

CCE  : Coup de chaleur d’exercice 

CIVD  : Coagulation intra-vasculaire disséminée 

CPK  : Créatine phosphokinase 

COX-2  : Cyclo-oxygenase-2 

CREB  : Cyclic adenine monophosphate response element-binding protein 

CRF   : Corticotropin releasing factor (corticolibérine) 

CRF-R1  : CRF receptor 1 (récepteur de type 1 au CRF) 

CTM  : Critical thermal maximum 

11-DOC  : 11-désoxycorticostérone 

5α-DHDOC  : 5α-dihydrodésoxycorticostérone 

3α, 5α-THDOC : 3α, 5α-tétrahydrodésoxycorticostérone 

FC   : Fréquence cardiaque 

FSC   : Flux sanguin cérébral 

GABA  : γ-amino-butyric acid (acide γ-amino-butyrique) 

GM-CSF  : Granulocyte macrophage-colony stimulating factor 

GR   : Glucocorticoid receptor (récepteur aux glucocorticoïdes) 

GRE  : Glucocorticoid response element 

Grp   : Glucose-regulated protein 

HNS  : Hypothalamo-neurohypohysial system (système hypothalamo-neurohypophysaire) 

HPA  : Hypothalamo-pituitary-adrenocortical (hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien) 

h.r.   : humidité relative 

HSE   : Heat shock element 
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HSF   : Heat shock factor 

Hsp   : Heat shock protein (protéine de choc thermique) 

11β-HSD  : 11β-hydroxystéroïde déshydrogénase 

ICE   : IL-1β converting enzyme (enzyme de conversion de l’IL-1β) 

IL   : Interleukine 

IL-1ra  : IL-1 receptor antagonist (antagoniste du récepteur de l’IL-1) 

IκBα   : Inhibitory factor κBα 

iNOS  : inducible nitric oxide synthase (monoxyde d’azote synthase inductible) 

i.p.   : intra-péritonéal 

i.v.   : intra-veineux 

JNK   : c-Jun N-terminal Kinase 

JRE   : JNK responsive element 

LDH  : Lactate déshydrogénase 

LPS   : Lipopolysaccharide 

MAPK  : Mitogen-activated protein kinase 

MCIP1  : Modulatory-calcineurin-interacting proteins 

Mn-SOD  : manganèse superoxide-dismutase 

MR   : Mineralocorticoid receptor (récepteur aux minéralocorticoïdes) 

NF-κB  : Nuclear factor κB 

nGRE  : negative GRE 

NLS   : Nuclear localization sequence (séquence de localisation nucléaire) 

NFAT : Nuclear factor of activated T cells (facteur nucléaire d’activation des 
lymphocytes T) 

NO   : Nitric oxide (monoxyde d’azote) 

OXT  : Oxytocine (ocytocine) 

OVLT : Organum vasculosum of the lamina terminalis (organe vasculaire de la lamina 
terminalis) 

PAM  : Pression artérielle moyenne 

PCO2  : pression partielle en CO2

PEG  : Polyéthylène glycol 

PKA  : Protein kinase A 

PKC  : Protein kinase C 

PO2   : pression partielle en O2

POMC  : Pro-opiomelanocortin (pro-opiomélanocortine) 

PTSD  : Post-traumatic stress disorder (état de stress post-traumatique) 

PVN  : Paraventricular nucleus (noyau hypothalamique paraventriculaire) 

PI3K  : Phosphoinositide 3-Kinase 

s.c.   : sous-cutané 

SNC   : Système nerveux central 
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SON  : Supraoptic nucleus (noyau supra-optique) 

SRIS  : Syndrome de réponse inflammatoire systémique 

STAT  : Signal transducer and activator of transcription 

TACE  : TNF-α converting enzyme (enzyme de conversion du TNF-α) 

Ta   : Température ambiante 

Tco   : Température corporelle 

Tre   : Température rectale 

TNF-α  : Tumour necrosis factor-α (facteur de nécrose tumorale-α) 

TR   : Tyrosines kinases 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (facteur de croissance endothélial 
vasculaire) 
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I. Le coup de chaleur 

A. Le coup de chaleur chez l’homme 

1. Historique 

Le coup de chaleur (CC) semble avoir toujours été présent dans la vie de l’Homme, marquant les 

limites de son adaptation au chaud. Sa narration est retrouvée dans les plus vieux écrits tels que la Bible. 

Dans le livre de Judith (Chap. 8, verset 2 et 3), on rapporte la mort de Manassé, l’époux de Judith, qui, au 

cours de la période des moissons, fut frappé « d’insolation » tandis qu’il donnait ses ordres aux lieurs de 

gerbes, et mourut à Béthulie. Les arabes avaient baptisé le CC « Siriasis » d’après Sirius, l’étoile qui suit le 

soleil pendant les mois d’été. En l’an 24 avant J.-C, une expédition militaire romaine conduite en Arabie 

par Aelius Gallus fut complètement anéantie par le CC, décrit comme suit : « cette maladie ne ressemble à 

aucune autre, elle s’attaque à la tête qu’elle dessèche complètement et tue sur le champ la plupart de ceux 

qui ont été touchés » [217]. 

2. Définition 

Le CC se définit par une augmentation de la température corporelle accompagnée de troubles 

neurologiques et d’un état de choc cardio-vasculaire. Il est considéré comme une pathologie grave dont le 

pronostic vital peut être mis en jeu. Le risque létal s’étend de 10 à 50% selon les auteurs [37, 41, 47, 416, 

445]. Le congrès scientifique international de Sydney (1987) dédié aux accidents liés à la chaleur [1] a défini 

deux types de CC : le coup de chaleur de repos ou coup de chaleur classique (CCC) et le coup de chaleur 

d’exercice (CCE). Le premier survient chez les sujets à risque dans des conditions d’environnement chaud 

et humide alors que le CCE survient chez des sujets généralement sains à la suite d’une activité physique 

intense et prolongée non nécessairement en ambiance chaude et humide. 

3. Epidémiologie 

Le CCE est habituellement rencontré dans les forces armées [383], dans certaines industries telles les 

exploitations minières [122, 277] et chez les sportifs, en particulier les marathoniens [182, 363]. 

Le CCC peut se voir dans l’ensemble des pays du globe, mais sévit principalement dans les pays 

chauds et lors de vagues de chaleur. A la Mecque, un nombre élevé de patients décèdent chaque année 

d’un CC lors des pèlerinages [232]. A Chicago, en juillet 1995, une vague de chaleur de trois jours a fait 

600 victimes et provoqué 3300 consultations supplémentaires aux urgences [116, 437]. En France 

métropolitaine, la canicule d’août 2003 d’une durée et d’une intensité exceptionnelles a été associée à une 

surmortalité à court terme d’environ 15000 personnes, soit une augmentation de 60% par rapport à la 

mortalité attendue [188, 489]. 
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Le CCC touche toutes les tranches d’âge malgré l’existence de facteurs de risque rencontrés chez 

certains sujets : sujets souffrants de maladies cardio-vasculaires [232, 416], respiratoires ou métaboliques 

[416], sujets atteints de maladies neurologiques ou psychiatriques (épilepsie [456], sclérose en plaque [15], 

Parkinson, schizophrénie), patients sous traitements anti-psychotiques, diurétiques, amphétaminniques, 

anti-dopaminergiques et anti-cholinergiques [41, 138, 181, 226, 271, 437, 536], sujets alcooliques [142, 271, 

465], nouveau-nés et personnes âgées en raison de leur difficulté à se réhydrater seuls, personnes isolées 

ou de milieu social défavorisé. 

4. Les signes cliniques et paracliniques 

a. L’hyperthermie et les troubles du métabolisme 

¾ L’hyperthermie 

L’hyperthermie ne constitue ni une condition nécessaire, ni une condition suffisante de diagnostic du 

CC. En effet, une élévation de température centrale de plus de 40,6°C a été observée chez des sujets à 

l’exercice sans autres signes cliniques de CCE [311]. Inversement, des températures profondes ne 

dépassant pas 39°C ont été décrites lors de CCE avérés [417]. Le niveau de température final atteint n’est 

donc pas déterminant. En revanche, la pente d’augmentation de température semble plus pertinente 

comme critère de diagnostic, une ascension thermique rapide témoignant d’une altération de la fonction 

cérébrale de thermorégulation. L’hyperthermie doit donc être considérée comme un facteur aggravant 

mais non comme le corpus de la pathologie. D’autres mécanismes interviennent, plus ou moins directement 

liés à l’agression thermique. 

¾ Les perturbations métaboliques et acido-basiques 

L’hyperthermie s’accompagne d’une augmentation du métabolisme. Il s’ensuit au niveau cellulaire 

une diminution de la disponibilité en substrats énergétiques et O2. Lorsque le réapprovisionnement en O2 

ne répond plus à la demande, l’activité de la voie aérobie n’est plus maintenue et le métabolisme anaérobie 

devient alors prédominant, conduisant à une accumulation de lactate. La lactatémie constitue donc un bon 

indicateur pronostique, surtout dans le CCC [181]. La dette en O2, l’augmentation du CO2 et l’acidose 

stimulent les centres respiratoires, conduisant à une hyperventilation et une alcalose respiratoire qui ne 

compensent que partiellement l’acidose métabolique. Le bilan général est une acidose métabolique qu’il 

faut tamponner avec des solutions de bicarbonates [40]. 

b. Les troubles neurologiques 

Tous les patients présentent des symptômes neurologiques allant de la somnolence jusqu’au coma en 

passant par des états de confusion, délires et hallucinations [16, 455]. On note également des pertes de 

réflexes cérébraux profonds (altération des mouvements pupillaires, absence de réflexes cornéens et 

oculo-céphaliques), des signes végétatifs (frissons au cours du refroidissement ainsi que des convulsions 

après refroidissement et une absence de sudation) reflétant des lésions du système nerveux autonome 
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[537-539], des troubles de coordination des mouvements [543] témoignant d’une atteinte pancérébelleuse 

[304], des signes Parkinsonniens [31] apanage de lésions striatales [304], des troubles psychophysiologiques 

témoignant d’atteinte du cortex frontal [304] et des dysplégies témoignant de l’atteinte du tissu myélinisé 

[536, 537]. 

Ces atteintes systématiques du système nerveux central (SNC) ainsi que l’existence de facteurs 

favorisants neurologiques, i.e. la consommation de médicaments à visée centrale et les pathologies du 

SNC, placent le cerveau au centre de la physiopathologie du CC. En amont du CCE, c’est l’émergence de 

dysfonctions cérébrales (réduction de l’activité cérébrale, température cérébrale excessive) qui est à 

l’origine de diminution de la performance ou d’apparition de fatigue. Ceci entre donc dans la théorie plus 

générale de la fatigue centrale selon laquelle ce sont les facteurs centraux plutôt que les facteurs 

périphériques qui conduisent à l’arrêt de l’exercice [356, 362]. Le rôle ambigu joué par le cerveau, à savoir 

une simple cible vulnérable à l’agression thermique ou un élément déterminant dans la genèse du CC pose 

le problème des pistes thérapeutiques vers lesquelles s’orienter : celles à visées périphériques ou celles à 

visées centrales. 

c. Les troubles du système cardio-vasculaire 

¾ L’état de choc cardio-vasculaire 

La faillite cardio-vasculaire n’est pas systématique dans le CCE, mais elle est très souvent observée 

dans le CCC [47]. Lors de l’exposition à la contrainte chaude, les mécanismes de thermolyse sont activés et 

se traduisent par la séquestration cutanée d’une fraction de la volémie. Cette redistribution vasculaire 

nécessite une activation cardiaque caractérisée par une augmentation de la fréquence cardiaque (FC), du 

volume d’éjection systolique et du débit cardiaque (état hyperdynamique). Le dépassement des 

mécanismes d’adaptation se traduit par l’apparition d’une compétition entre les perfusions cérébrale, 

mésentérique, musculaire et cutanée. Il s’en suit une redistribution des débits sanguins excluant par 

vasoconstriction le territoire mésentérique, précipitant l’apparition d’une ischémie intestinale [416]. Le 

dernier stade correspond à un syndrome hypodynamique dont l’évolution est très défavorable. Les débits 

cardiaque et locaux s’effondrent et les résistances périphériques augmentent, une cyanose périphérique et 

un pouls filant sont alors observés [336]. 

¾ La déshydratation 

Les mécanismes de thermolyse (sudation, vasodilatation cutanée) mis en place pour lutter contre 

l’hyperthermie conduisent à une déshydratation extracellulaire expliquant : une augmentation de 

l’hématocrite, de l’osmolalité plasmatique et des protéines plasmatiques, une insuffisance rénale 

fonctionnelle avec une élévation de l’urée et de la créatinine [41]. La déshydratation et l’hypovolémie qui 

en résultent sont des facteurs aggravants de la dysfonction cardiovasculaire. 
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¾ Les perturbations de la coagulation 

L’hyperthermie induit des altérations des cellules endothéliales activant les mécanismes de la 

coagulation particulièrement au niveau hépatique [184] et rénal [231], produisant une coagulation intra-

vasculaire disséminée (CIVD). Les lésions tissulaires conduisent aussi à la libération d’activateurs 

plasminogènes responsables de phénomènes de fibrinolyse. L’insuffisance hépato-cellulaire découlant 

directement de l’agression thermique et de l’hypoxie [230] participe aussi à l’installation de la CIVD par 

son incapacité à renouveler le fibrinogène [480]. L’acidose, l’hypoxie et la déshydratation sont aussi des 

facteurs connus pour abaisser le seuil d’apparition de la CIVD [153]. Il en résulte des phénomènes 

ischémiques rénaux et hépatiques et des manifestations hémorragiques [416]. 

d. L’inflammation systémique 

L’ischémie intestinale conduit à une augmentation de la perméabilité de la barrière intestinale, ce qui 

facilite l’endotoxémie porte et la libération de cytokines inflammatoires par le foie [342, 543]. On observe 

donc au décours du CC une élévation des concentrations plasmatiques d’interleukines (IL) 1α et β, du 

facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α), de l’interféron-γ et de l’IL-6 [39, 43, 85, 177]. Cette cascade de 

réactions correspond au syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) [111] et fait du CC une 

forme d’entrée dans le SRIS [46]. 

e. La rhabdomyolyse 

Dans le CCE, l’hyperthermie couplée à la contrainte mécanique induit une atteinte des cellules 

musculaires, la rhabdomyolyse, avec libération de myoglobine et d’enzymes du métabolisme (lactate 

déshydrogénase, LDH et créatine phosphokinase, CPK). Cependant, l’élévation de la CPK dans le plasma 

traduit la nécrose musculaire, mais n’a pas de valeur pronostique [47, 57]. 

5. Les séquelles 

Hormis l’insuffisance hépatique aiguë pouvant nécessiter une greffe [480], les séquelles à moyen et 

long termes touchent plus particulièrement le SNC renforçant l’idée d’une vulnérabilité importante du 

cerveau à la chaleur. Elles demeurent cependant assez rares (2 à 14% [181, 537]). Les altérations 

anatomiques ou fonctionnelles, associées ou non à des syndromes cliniques, sont largement distribuées. 

Dans le cervelet, on note une atrophie massive [539] avec dégénérescence des cellules de Purkinje 

[149, 183, 304] se traduisant par un syndrome cérébelleux avec ataxie, altération du mouvement et 

dysarthrie [31, 149, 181, 539]. Ce syndrome est la plus fréquente des séquelles, plaçant le cervelet comme 

une cible privilégiée de l’agression thermique [220]. Dans le striatum, on observe une nécrose neuronale 

avec réaction gliale [87, 304] et réduction des taux de dopamine [238]. Le syndrome parkinsonien 

séquellaire qui en résulte est cependant rare [31]. Les mêmes lésions histologiques notées dans le cortex 

frontal sont associées à des hémiplégies et des altérations neuro-psychologiques : troubles de la 

personnalité [16, 454], de l’humeur [328], du fonctionnement cognitif dans les tâches simples [181] ou 
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complexes [16], des facultés de concentration et mnésiques [454]. Les pétéchies observées dans 

l’hypothalamus [304] ne s’accompagnent pas de troubles majeurs de la thermorégulation [397] quoique des 

syndromes poïkilothermiques aient pu être observés [249]. L’atteinte moins systématique des fibres 

nerveuses longues myélinisées explique des dysplégies après CC [537]. La normalité des potentiels 

somato-sensoriels [220] et les anomalies électrophysiologiques périphériques [18] plaident en faveur de 

neuropathies périphériques, même si elles peuvent être à l’origine des différences de tonalité cérébrale 

entre matière grise et blanche en IRM [475]. 

Cependant, le SNC possède des mécanismes de plasticité lui fournissant une telle capacité de 

récupération que peu de syndromes persistants sont observés. Il est en revanche surprenant de ne pas 

trouver de séquelles bulbaires. Ceci est expliqué par le fait que les atteintes bulbaires provoquent la mort 

par un état de choc cardio-vasculaire. 

 

B. Le CC et l’expérimentation animale 

1. Pourquoi utiliser le modèle animal ? 

Les travaux cliniques relatifs au CC ou les travaux menés sur le fonctionnement du système nerveux 

en environnement contraignant (chaleur [212, 530], exercice exhaustif [362]), ne permettent pas de 

comprendre les mécanismes conduisant au CC. Leur limitation impose donc le recours à l’expérimentation 

animale sur organe isolé [108] ou plus souvent in toto dans un cadre de physiologie intégrée. Ces travaux ne 

sont cependant pas sans soulever des problèmes éthiques du fait de la souffrance provoquée [89]. Ces 

considérations imposent la définition d’un point limite à ne pas franchir entre le niveau de souffrance de 

l’animal imposé par l’expérimentation et l’apport des informations pertinentes. De nombreuses espèces 

ont été sollicitées. Le babouin paraît le plus approprié en raison de sa proximité phylogénétique avec 

l’homme [38, 108] y compris en termes de réponses cardio-vasculaires et thermorégulatrices [44, 175] et de 

manifestations cliniques [158, 159]. Ce modèle reste peu utilisé en raison de difficultés d’éthique et de coût 

expérimental. Si l’utilisation de la chèvre et du chien [60, 108, 233, 443], de la souris [267], voire du lapin 

[278, 286, 287] reste anecdotique, le rat constitue l’animal de référence du fait de (i) sa mauvaise réputation 

(« rat d’égout », transmetteur de maladies), qui pose moins de problèmes éthiques ; (ii) sa disponibilité, sa 

facilité d’hébergement et de manipulation ; (iii) ses ressemblances physiologiques avec l’homme. 

2. Deux types de modèles animaux 

Le CC est majoritairement étudié sur des rats vigiles ou anesthésiés. Le rat vigile est étudié lors 

d’exercices en environnement modérément chaud, allant de 26 à 34°C de température ambiante (Ta) [48, 

203] et lors d’expositions au repos à des Ta plus chaudes (Ta=38-40°C) [135, 449]. Ces modèles vigiles se 

rapprochent étroitement des conditions de survenue du CC chez l’homme mais ils suscitent en revanche 

une discussion éthique [89] ne permettant pas d’aller au bout de la pathologie. Le modèle alternatif, rat 

 33



anesthésié, prend le relais puisque l’animal est exposé à la chaleur (Ta=42°C) jusqu’à son décès [223, 280, 

282, 288]. L’animal anesthésié est instrumenté plus largement que l’animal vigile, donnant accès aux 

mécanismes physiopathologiques par l’enregistrement de variables hémodynamiques (FC ; pression 

artérielle moyenne, PAM ; flux sanguin cérébral, FSC) et fonctionnelles cérébrales (flux de transmission et 

de métabolisme par microdialyse, quantité de neurotransmetteurs par voltamétrie). Cependant, l’anesthésie 

perturbe de nombreux mécanismes : la thermorégulation [305, 512], l’élévation des « Heat shock proteins » 

(Hsp), moindre chez les animaux anesthésiés vs vigiles exposés au chaud [520]. Ainsi, le modèle vigile 

focalise sur les phases initiales d’exposition à la chaleur alors que le modèle anesthésié renseigne sur les 

mécanismes physiopathologiques de la mort thermo-induite. 

3. Les signes cliniques lors de l’exposition vigile à la chaleur 

a. Définition du CC chez le rat 

Le CC se définit cliniquement par (i) l’augmentation finale et brutale de la température corporelle 

(Tco) témoignant de la perte de la fonction de thermorégulation [525], (ii) l’apparition de signes 

neurologiques tels que l’incapacité à arrêter son effort [48], un syndrome cérébelleux [67], puis un coma 

aréactif [203]. 

b. Evolution de la température corporelle 

Le rat vigile exposé passivement à la chaleur développe 3 types d’évolutions de Tco jusqu’à la 

température de décès [525] (Figure 1). Le type I (4%) correspond à une phase unique d’augmentation de 

Tco, induisant un temps de survie plus faible et suggérant une fonction thermorégulatrice peu efficace. Les 

animaux du type II (7%) dont le temps de survie est intermédiaire, présentent une première vitesse 

d’augmentation de Tco rapide suivie d’un ralentissement jusqu’à l’atteinte de la température létale. Enfin, 

entre 70 et 90% des animaux appartiennent au type III dont l’évolution de Tco est en trois phases. La 

première correspond à une augmentation rapide de la Tco jusqu’à l’atteinte d’une Tco d’équilibre signant la 

mise en place de processus thermorégulateurs. La deuxième se réfère à la phase de plateau, qui est de 

durée et de niveau de Tco variables. La troisième correspond à la brusque augmentation de la Tco jusqu’à la 

température létale ou « critical thermal maximum » (CTM, [135]). Ainsi, pour une contrainte 

environnementale donnée, il existe une grande hétérogénéité de réponses thermophysiologiques à la 

chaleur, laissant suggérer l’implication de nombreux facteurs intrinsèques dans la tolérance à la chaleur. 
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Figure 1 : Les trois types d’évolutions (I, II et III) de la température colonique chez le rat 
exposé à la chaleur [525]. Les courbes en pointillés représentent l’évolution de la température 
des animaux et les segments de droites entre chaque point d’inflexion de la courbe montrent la 
vitesse de variation de la température. Les chiffres 1, 2 et 3 au-dessus de l’axe des abscisses 
indiquent les différentes phases de l’évolution de la Tco. 

 

Afin de mieux rendre compte de l’agression thermique, l’expression de l’hyperthermie doit se faire 

non seulement en terme de Tco, mais aussi en terme de durée d’exposition à des Tco élevées. Cette notion a 

été développée par Bynum [61] dans une formule mathématique permettant de calculer le temps 

d’exposition équivalent à Tco=42°C (Teq 42°C), température considérée comme délétère. Dans le modèle 

rat, Hubbard introduit le concept de charge thermique, qui correspond à l’aire sous la courbe de Tco 

(AUC, Area Under Curve) exprimée en °C.min [203]. L’AUC est calculée au-delà d’un seuil de Tco 

(AUCseuil) correspondant à l’émergence du risque létal lors d’un exercice (course sur tapis roulant) au 

chaud. Chez ces animaux, le premier décès survenant dans les 24 heures qui suivent l’arrêt de l’exercice 

apparaît pour des animaux ayant eu une Tco supérieure à 40,4°C, faisant choisir cette Tco comme seuil pour 

le calcul de l’AUC40,4. Le risque de mortalité apparaît donc pour une AUC positive chez les animaux 

exposés à la chaleur à l’exercice. Chez l’animal exposé passivement à la chaleur, le premier mort apparaît 

pour une AUC40,4 supérieure à 20°C.min. 
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c. Les signes neurologiques 

A des niveaux de charges thermiques élevées apparaissent les premiers signes neurologiques 

caractérisés par des anomalies comportementales : prostration, aréactivité à de légères bousculades, mais 

conservation des réflexes [444, 450]. Le point final serait l’incapacité de l’animal à se redresser lorsqu’on le 

retourne sur le dos (coma aréactif) [203]. Ces signes cliniques sont sous-tendus par des altérations 

cérébrales : effraction de la barrière hémato-encéphalique, oedème cérébral et lésions cellulaires, qui ne 

sont observées que chez les animaux exposés 4 heures à Ta=38°C. Les quelques animaux décédant de 

cette exposition sont caractérisés par une forte diminution de PAM, indiquant un état de choc et donc une 

ischémie cérébrale [447, 448, 450]. 

4. Les mécanismes physio-pathologiques de la mort thermo-
induite 

a. Définition 

Chez le rat anesthésié, le CC est défini par la chute de la PAM et du FSC [535] car il est difficile de 

juger de l’émergence du CC sur la courbe d’évolution de Tco monophasique augmentant de façon linéaire 

avec une brusque accélération juste avant le CC [223]. 

b. L’ischémie cérébrale 

L’ischémie cérébrale est au coeur de la phase finale du CC, anesthésié [280, 281] ou vigile [450]. Elle 

est caractérisée par une réduction du FSC, accompagnée d’une augmentation de la pression intra-

crânienne et d’une chute de la pression artérielle systémique [280, 281]. 

c. Les dysfonctions cardio-vasculaires 

Comme chez l’homme, l’exposition à la chaleur de rats anesthésiés induit une variation biphasique du 

fonctionnement cardio-vasculaire. Dans un premier temps, la PAM et la FC augmentent alors que les 

intervalles P-R (temps de conduction auriculo-ventriculaire) et du complexe QRS (dépolarisation des 

ventricules) se réduisent [285]. Dans un second temps, la PAM s’effondre, définissant le CC [285, 545], et 

la FC décroît alors que la durée de l’intervalle P-R reste stable [545]. Parallèlement à ces modifications, il 

existe une redistribution des flux sanguins dans l’organisme. Le FSC augmente au cours de la phase initiale 

d’hyperthermie puis chute lors du CC [535]. L’inverse est observé au niveau digestif où l’augmentation des 

résistances durant la phase d’hyperthermie conduit à une diminution du flux sanguin mésentérique 

L’effondrement des résistances lors du CC s’accompagne d’une reprise violente du flux local, précipitant la 

survenue de l’état de choc [246]. Cette évolution est aggravée par (i) l’incapacité des mécanismes de 

compensation vasomoteurs puisque l’hyperthermie atténue le baroréflexe [315] et désensibilise les 

vaisseaux aux agents vasoconstricteurs [314, 315, 411] ; (ii) la déshydratation qui ne peut être compensée 

par l’activation sympathique que pour de faibles niveaux [313]. Toutefois, la fonction cardio-vasculaire 
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prime sur la thermorégulation puisque les seuil et amplitude de thermolyse sont augmentés chez les rats 

vigiles déshydratés par rapport aux rats normohydratés [353]. 

Cette faillite cardio-vasculaire peut être expliquée par (i) une dysfonction du baroréflexe [80, 273], 

dont la fonction est de faire face à toute baisse de pression par une activation sympathique rétablissant 

l’équilibre [70], (ii) une inhibition des centres bulbaires de contrôle sympathique comme observé dans le 

choc septique [121], (iii) la combinaison de ces deux dysfonctions. 

d. Les altérations du métabolisme énergétique 

Au cours de l’exposition à la chaleur, le métabolisme cérébral augmente initialement pour s’effondrer 

lors du CC. Ainsi, le FSC [83], la pression en O2 tissulaire [83], la consommation de glucose [86] et d’O2 

(+5-6% par degré) [76] augmentent en hyperthermie avec une relation linéaire entre les augmentations du 

métabolisme et du FSC [76]. Lors du CC, toutes ces variables s’effondrent, particulièrement pour la 

consommation d’O2 au-delà de Tco=42°C [76]. L’activation du métabolisme du SNC conduit à une 

élévation du lactate dans le liquide céphalo-rachidien et dans le tissu cérébral [76, 83], laquelle est 

accompagnée d’une augmentation du ratio lactate/pyruvate et du glycérol [83]. Si le lactate cérébral est un 

carburant essentiel des neurones [300], son accumulation par excès de production est la marque de la 

transition d’un métabolisme aérobie vers un métabolisme anaérobie. Son accumulation pourrait 

s’accompagner d’une acidose cérébrale délétère comme cela est observé en périphérie avec l’association 

des réductions des pressions partielles en O2 et en CO2 (PO2 et PCO2), de l’acidose et de l’hyperlactatémie 

[517]. 

Malgré cette forte activation énergétique, les besoins locaux ne sont pas satisfaits. Dans 

l’hippocampe, les composés à haute énergie (ATP et créatine phosphate) baissent et les concentrations 

d’ADP augmentent [296, 507]. L’altération du rapport ATP/ADP suggère que le fonctionnement 

mitochondrial soit altéré. De fait, les mitochondries présentent un débit de production de radicaux libres 

dérivés de l’O2 accru lors du CC [83], contribuant à l’agression radicalaire signalée par l’élévation des 

concentrations de « 2,3 et 2,5-dihydroxybenzoic acid » et de la peroxidation lipidique [83, 532]. Ces 

radicaux libres participent aux dérégulations physiologiques et à l’installation des lésions car 

l’administration d’agents anti-radicalaires (α-tocophérol, magnolol) (i) atténue l’effondrement de la PA et 

de le FSC et l’augmentation des cytokines plasmatiques TNF-α, IL-1 et IL-6 [84, 358], (ii) se montre 

neuroprotectrice [358]. 

e. Les altérations de la neurotransmission 

L’exposition à la chaleur de l’animal anesthésié conduit à une lente augmentation (i) des 

concentrations extracellulaires de dopamine dans le striatum [282] et l’hypothalamus [222], (ii) des 

concentrations extracellulaires de sérotonine dans l’hypothalamus [223], (iii) des concentrations 

extracellulaires de glutamate dans le striatum [535] et (iv) de la production de monoxyde d’azote (NO) [71]. 

Lors de la survenue de l’ischémie cérébrale, ces variations culminent conférant à la courbe de cinétique un 
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aspect biphasique et faisant suspecter un mécanisme excito-toxique [68]. L’excès de libération de ces 

neurotransmetteurs semble généralement aggraver l’ischémie, les lésions neuronales et réduire la survie 

puisque la déplétion en dopamine [282], sérotonine [223] ou glutamate [535] limite leurs effets délétères. 

Ainsi l’exposition à la chaleur induit des dysfonctions de la neurotransmission qui sont en elles-mêmes 

nocives, engageant un cercle vicieux. 

f. L’inflammation 

Lors du CC, une augmentation des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α est notée chez le 

lapin dans l’hypothalamus et le plasma [284] et, chez le rat, dans le diencéphale, le tronc cérébral et le 

cortex [283] ainsi que dans le plasma [522]. L’amélioration de la survie et la limitation des lésions 

neuronales consécutives à l’injection intra-veineuse (i.v.) d’un antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1ra) 

témoignent de l’implication néfaste des protéines IL-1β dans le CC [283, 284]. Cette action passe par la 

réduction de libération de sérotonine dans l’hypothalamus [92] et, surtout, par le maintien du FSC [288]. 

Cependant, des souris knock-out à l’IL-6 et au récepteur TNF-α, exposées vigiles à la chaleur, présentent 

un temps de survie réduit, suggérant que ces cytokines soient nécessaires à la survie [265]. 

 

C. Théorisation de la genèse du CC 

1. Hypothèse de la thermorégulation 

La première hypothèse repose sur l’idée que la charge thermique, d’origine endogène et exogène, à 

laquelle est soumis l’organisme dépasse les capacités de thermolyse et ne peut être évacuée. Le CC devient 

la marque du débordement des capacités. Cette hypothèse pourrait se discuter que chez le rat anesthésié 

chez qui Tco augmente de façon linéaire en raison de la perturbation des fonctions thermorégulatrices par 

l’anesthésie. Chez le rat vigile, le plateau de stabilité de Tco dément cette hypothèse. Pourtant, la brutale 

augmentation de Tco qui termine le plateau suggère qu’une dysfonction de la thermorégulation soit à son 

origine. 

2. Hypothèse musculaire 

Cette hypothèse découle de la précédente en suggérant que la charge thermique provienne d’un 

dysfonctionnement musculaire, caractérisé par une production de chaleur démesurée en regard de la 

production mécanique. Cette dysfonction musculaire est observée dans l’hyperthermie maligne 

per-anesthésique, myopathie caractérisée par une anomalie du contrôle des mouvements de calcium due à 

une mutation du récepteur à la ryanodine de type 1 [440]. Il en découle une production énorme de chaleur 

suite à des contractures musculaires induites par l’exposition à des anesthésiants halogénés. L’hypothèse 

s’appuie sur l’existence d’une relation entre le CCE et l’hyperthermie maligne per-anesthésique [27], mais 

ne concernerait qu’un nombre limité d’individus [45]. 
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3. Hypothèse cardio-vasculaire 

Le conflit entre les nécessités de thermorégulation et de perfusion cérébrale dans un contexte 

d’hypovolémie est à l’origine d’une théorie cardiovasculaire du CC. Durant l’exposition à la chaleur, le 

conflit est géré par la redistribution vasculaire aboutissant à une vasoconstriction splanchnique à l’origine 

de lésions hépato-coliques [336]. Le brutal changement fonctionnel précédant le CC (vasodilatation 

splanchnique paradoxale [246], vasoconstriction cutanée [336], réduction du FSC [362]) suggèrent qu’une 

bascule catastrophique de l’équilibre cardio-vasculaire survient. Ce constat a conduit à la mise en évidence 

du rôle des dysfonctions cérébrales dans la survenue de l’état de choc. 

4. Hypothèse immuno-inflammatoire 

L’ischémie mésentérique qui découle de la redistribution vasculaire facilite la translocation 

d’endotoxines dans la circulation portale, conduisant à la synthèse de cytokines pro-inflammatoires par les 

cellules hépatiques [127, 342]. De telles synthèses sont également le fait de cellules sanguines humaines en 

culture [127] et du tube digestif [302, 355]. Ces cytokines pourraient faciliter la survenue du choc 

circulatoire [283, 284], et du CC [342]. Elles agiraient sur le cerveau par différents modes de transfert : (i) 

le passage de la barrière hémato-encéphalique (BHE) au niveau des zones de perméabilité comme l’organe 

vasculaire de la lamina terminalis (OVLT) [474] ; (ii) la traversée de la BHE par un transport actif [474] ; 

(iii) un action indirecte sur le SNC par la libération de NO et prostanoïdes au niveau des cellules 

endothéliales [251, 396, 474] ; (iv) une action cérébrale par voie nerveuse vague [34, 146, 164, 224]. On ne 

peut sans doute pas exclure une néosynthèse endogène cérébrale de cytokines, affirmée dans l’ischémie 

cérébrale [58, 59, 141], mais pas dans le CC. 

5. Hypothèse métabolique 

Cette hypothèse relie le CC à un déséquilibre métabolique conduisant à la diminution de l’activité des 

pompes ioniques cellulaires et donc à une altération fonctionnelle de tous les organes [202, 204]. Cette 

hypothèse, développée initialement pour le muscle, s’intègre dans une hypothèse centrale plus vaste.  

6. Hypothèse centrale 

Cette dernière hypothèse place le cerveau au centre du CC du fait que le tissu cérébral est le tissu le 

plus vulnérable, en raison de sa tendance à stocker la chaleur [55] et de sa faible tolérance à l’hypoxie, 

environ trois minutes, par rapport aux autres tissus tels que le tissu musculaire, hépatique ou digestif. Elle 

intègre l’inflammation, le déséquilibre métabolique et le désordre de neurotransmisison comme 

mécanismes délétères, le déséquilibre cardio-vasculaire et l’altération de la thermorégulation comme 

conséquences. 
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Figure 2 : schéma récapitulatif des mécanismes impliqués dans la physiopathologie du coup de 
chaleur. 

 

Brièvement, l’excès d’hyperthermie se traduit dans le cerveau par l’apparition d’un déséquilibre 

énergétique et d’une production de radicaux libres [83]. Il se génère un état excito-toxique dont la marque 

est une libération non régulée de neurotransmetteurs [222, 223, 282, 535] et en particulier de NO [71]. Ce 

mécanisme est amplifié par la rupture de BHE [450], l’apparition d’un inflammation cérébrale [283, 284] et 

l’induction d’un cercle vicieux de déshydratation-hypovolémie, hypoperfusion centrale. La condensation 

du NO avec les radicaux H2O2 produit des peroxynitrites bloquant la neurotransmission glutamatergique 

[82]. Ce mécanisme est à l’origine de la dérégulation cardio-vasculaire (noyau dorsal du bulbe) et sans 

doute thermique (hypothalamus). Ce mécanisme pathogène peut également jouer pour d’autres zones 

cérébrales comme le cortex frontal ou le thalamus, conduisant à l’adoption de comportements inadéquats 

comme la poursuite de la course alors que des signaux de danger sont censés conduire à l’arrêt de 

l’exercice [48]. L’apport des données de la littérature chez l’homme et dans le modèle animal permet de 

reconstruire un schéma théorique des mécanismes délétères se produisant lors de l’exposition à un 

environnement chaud et aboutissant au CC (Figure 2). 
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II. Le stress systémique et les glucocorticoïdes 

A. Qu’est-ce que le stress ? 

1. Définitions 

Etymologiquement, le mot « stress » provient du latin « stringere » qui signifie « mettre en tension ». 

Mais se réfère-t-il à ce qui met en tension ou ce qui est mis en tension ? Cette ambiguïté de la définition du 

stress entre agent inducteur et l’état induit est retrouvée dans les définitions habituelles. 

D’un côté le mot stress décrit la réaction de l’organisme à une situation : 

+ Stress : réaction de l’organisme à un agent d’agression ou à un traumatisme quelconque. (Encyclopaedia Universalis) 

ou réponse de l’organisme aux facteurs d’agressions physiologiques et psychologiques ainsi qu’aux émotions (agréables ou 

désagréables) qui nécessitent une adaptation. (Larousse) 

D’un autre côté, il signifie plutôt la situation subie par l’organisme : 

+ Stress : agent ou processus physique, chimique ou émotionnel qui s’exerce sur l’organisme et provoque une agression ou une 

tension pouvant devenir pathologique. (Encyclopédie encarta) ou agression contre un organisme vivant, par extension : 

réactions biologiques et psychologiques d’un organisme face à une situation nouvelle de quelque origine qu’elle soit, dangereuse 

ou agréable. (Flammarion médecine) 

Dans ce travail, nous entendons le stress comme étant la réaction biologique de l’organisme, 

indépendamment de sa valeur. La situation déclenchant cette réaction correspond au « stresseur » ou 

« agent stressant », ou encore « agresseur ». 

2. Histoire 

A la fin du 19ème siècle, le physiologiste Claude Bernard souligne que l’une des propriétés essentielles 

des êtres vivants est la faculté de maintenir la stabilité du milieu intérieur, condition indispensable à la 

survie dans un environnement toujours changeant. Ce concept sera nommé « homéostasie » au début du 

20ème siècle par Cannon [73]. La préservation de l’environnement interne est faite par des ajustements 

compensatoires et anticipatoires grâce au système sympathico-adrénal homéostatique augmentant les 

chances de survie par le maintien de l’homéostasie [165]. Les paramètres physiologiques essentiels pour la 

vie, maintenus dans les limites de la normalité par ces ajustements sont la Tco, le pH, la PO2, la PCO2 et 

l’osmolarité [322]. Cette théorie présente l’inconvénient de concevoir l’organisme dans un état trop 

statique, non flexible. 

Le terme de stress fut réellement introduit par Selye comme la réaction apsécifique de l’organisme à 

des agresseurs différents [436]. « Le stress est indispensable à la vie et l’absence totale de stress, c’est la mort » [433]. 

On entrevoit dans cette phrase les connotations négatives du stress (les conséquences délétères du stress 

inadapté ou « distress ») mais aussi positive (la réponse adpatée de l’organisme ou « eustress »). Le stress a 
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donc été associé au concept de « syndrome général d’adaptation » [435, 436] (Figure 3). Face à divers 

agents nocifs, ce syndrome se développe en trois phases : (i) L’alarme correspond à la réaction biologique 

initiale de courte durée (catabolisme, hypoglycémie, hémoconcentration, sécrétion catécholaminergique 

surrénalienne). (ii) La phase de résistance correspond à la mobilisation de processus physiologiques 

donnant les moyens de résister (anabolisme, hémodilution, sécrétion de glucocorticoïdes). (iii) Si le 

stresseur persiste trop longtemps, l’organisme entre dans la phase d’épuisement correspondant au 

débordement des capacités adaptatives de l’organisme avec la réapparition des manifestations de la 

réaction d’alarme et l’apparition des premiers signes lésionnels [435]. 

baseline

Réaction
d’alarme

Phase de résistance

Phase d’épuisement

 
Figure 3 : Evolution de la résistance de l’organisme au cours des trois phases du 
« Syndrome général d’adaptation » de Selye (d’après [434]). La première réaction à un agent 
stressant est marquée par une diminution de la résistance. Si l’organisme s’adapte, le niveau de 
résistance augmente et la réaction d’alarme disparaît. Une exposition au stress trop prolongée 
conduit à un épuisement des ressources et une réapparition des signes de la réaction d’alarme. 
L’axe des abscisses représente le temps et en ordonnées est représenté le niveau de résistance. 

 

Les notions d’homéostasie et les aspects que recouvre le « syndrome général d’adaptation » ont été 

repris et complétés par Sterling [468] à travers les termes d’allostasie et de charge allostasique. L’allostasie 

est l’ensemble des mécanismes permettant à l’organisme de fonctionner en dehors des zones 

homéostasiques de repos mais au prix d’un coût biologique (charge allostasique). L’organisme se trouve 

alors dans un état d’équilibre dynamique non économique qui peut être maintenu durant une période 

limitée du fait de la charge allostasique. Les médiateurs de l’allostasie, incluent les hormones de l’axe 

hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien (HPA), les catécholamines et les cytokines. Un état 

allostasique s’accompagne donc de modifications d’activité de ces médiateurs primaires en réponse à un 

changement environnemental. Lorsque la charge allostasique dépasse les mécanismes adaptatifs, on parle 

de surcharge allostasique avec l’apparition des premiers signes pathologiques [319]. 

3. Intégration temporelle 

De ces théories ressort l’idée d’un continuum allant d’une phase d’alarme à une phase de résistance 

(d’adaptation, « d’eustress », d’état allostasique) où l’organisme reste en bonne santé au prix d’un coût qu’il 

 42



peut assumer sans dommage pour sa structure, vers une phase d’épuisement (« distress », surcharge 

allostasique) où l’organisme devient malade. L’optimum est donc une phase de résistance à coût minimal 

et non une absence totale de stress. La transition d’un état physiologique vers un état pathologique se 

déroule lorsque le stress trop intense, prolongé trop longtemps ou répété trop souvent finit par induire 

une charge allostasique excédant les capacités de l’organisme. 
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Figure 4 : Représentation schématique du stress : le stresseur déclenche une réponse de 
l’organisme qui sera mémorisée et qui conduit (i) soit à l’atténuation du stresseur si elle est 
efficace (état allostasique maintenant l’homéostasie), (ii) soit à une réorganisation de 
l’organisme si elle est inefficace. Cette réorganisation présente un coût biologique aboutissant 
(i) soit à un état d’équilibre dynamique (charge allostasique) avec le stresseur (ii) soit à un 
déséquilibre si l’organisme ne parvient pas à s’adapter (surcharge allostasique). 

 

Il existe donc une dynamique de la réaction de l’organisme en relation avec la dynamique de présence 

du stresseur, le couplage étant défini par l’efficacité avec laquelle l’organisme éteint ou non le stresseur. Le 

schéma ci-dessus représente les différents types de réponses à un stresseur aboutissant soit à l’extinction 

du stresseur, soit à l’établissement d’un équilibre entre le stresseur et l’organisme, soit à un déséquilibre 

entre l’organisme et le stresseur. 

Cependant, les connaissances actuelles ne fournissent que peu d’idées concernant les mécanismes 

sous-jacents de cette transition. Ceci peut être expliqué par l’existence de différences inter-individuelles 

dans la mise en place des mécanismes de lutte contre un agresseur, conduisant à une grande variabilité de 

profil de résistance. 
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B. L’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien (HPA) 

1. Généralités 

L’HPA s’articule autour de trois structures : l’hypothalamus, le lobe antérieur de l’hypophyse 

(adénohypophyse) et le cortex surrénalien (Figure 6). 

 

 
Figure 5 : Les trois structures de l’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien [540]. 

 

2. Les systèmes hypothalamo-hypophysaires 

a. Introduction 

Les systèmes hypothalamo-hypophysaires s’articulent autour de deux portions : (i) une portion 

hypothalamo-antéhypophysaire associant la zone parvocellulaire du noyau hypothalamique 

paraventriculaire (PVN) et le lobe antérieur de l’hypophyse et (ii) une portion hypothalamo-

neurohypophysaire (HNS) composée de la zone magnocellulaire du PVN, du noyau supra-optique (SON) 

et du lobe postérieur de l’hypophyse (ou posthypophyse) (Figure 6). 
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Figure 6 : Les deux systèmes hypothalamo-hypophysaires avec (i) la communication zone 
parvocellulaire/hypophyse antérieure en bleu (neurones à CRF et AVP) et (ii) la 
communication zone magnocellulaire/hypophyse postérieure en vert (neurones à AVP) et 
rouge (neurones à OXT) (d’après [133]). PVN, noyau paraventriculaire ; SON, noyau supra-
optique ; ME, éminence médiane ; AP, hypophyse antérieure ; PP, hypophyse postérieure ; 
ACTH, hormone adréno-corticotrope ; AVP, vasopressine ; CRF, corticolibérine ; OXT, 
ocytocine ; HNS, système hypothalamo-neurohypophysaire. 

 

b. Le système zone parvocellulaire/hypophyse antérieure 

Les neurones de la zone parvocellulaire du PVN projettent au niveau de l’éminence médiane et 

relient l’hypophyse antérieure par la circulation portale hypothalamo-hypophysaire (Figure 6, tracé bleu). 

Lors du stress, ces neurones synthétisent et libèrent la corticolibérine (CRF) et l’arginine vasopressine 

(AVP) dans la circulation portale [462]. Le CRF stimule les cellules corticotropes (soit 3 à 10% de la 

quantité totale des cellules) de l’hypophyse antérieure par l’intermédiaire des récepteurs spécifiques au 

CRF de type 1 (CRF-R1). L’AVP potentialise l’effet du CRF par l’intermédiaire des récepteurs à 

vasopressine V1b [133, 190, 462, 514]. Les cellules corticotropes synthétisent en réponse la pro-

opiomélanocortine (POMC), polypeptide de 241 AA. Celle-ci est ensuite clivée en hormone adréno-

corticotrope (ACTH), peptide de 39 AA, endorphines et lipotropines (Figure 7). 
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POMC: Polypeptide précurseur de 241 AA
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Figure 7 : Clivages du précurseur POMC selon la région de l’hypophyse considérée. LPH, lipotropine ; 
END, endorphine, CLIP, corticotropin-like intermediate lobe peptide; MSH, mélanocyte-stimulating 
hormone 

 

c. Le système hypothalamo-neurohypophysaire (HNS) 

Ce système est composé de la zone magnocellulaire du PVN et du noyau supra-optique (SON) dont 

les neurones se projettent au niveau du lobe postérieur de l’hypophyse via la zone interne de l’éminence 

médiane (Figure 6, tracés vert et rouge). L’AVP et l’ocytocine (OXT), synthétisées par ces neurones, 

peuvent stimuler ou inhiber la sécrétion d’ACTH selon le mécanisme considéré. L’AVP et l’OXT 

atteignent l’hypophyse antérieure par deux voies circulantes : (i) l’éminence médiane, voie commune au 

transport du CRF et de l’AVP sécrétés par les neurones parvocellulaires et (ii) une voie portale plus courte 

entre hypophyse postérieure et hypophyse antérieure. La sécrétion d’ACTH est alors stimulée par 

l’intermédiaire des récepteurs V1b. L’AVP et de l’OXT libérées au sein des noyaux hypothalamiques 

inhibent les neurones parvocellulaires et magnocellulaires du PVN et du SON [133]. 

3. Le système hypophyso-corticosurrénalien 

Les glandes surrénales sont composées de deux parties : (i) la médullo-surrénale sécrète l’adrénaline et 

la noradrénaline, composante vasculaire de l’activation sympathique, (ii) la corticosurrénale sécrète les 

hormones stéroïdiennes selon la zone stimulée : la zone fasciculée synthétise les hormones 

glucocorticoïdes (cortisol chez l’homme et corticostérone chez le rat), la zone glomérulée les hormones 

minéralocorticoïdes (aldostérone) et la zone réticulée les hormones androgènes (déhydroépiandrostérone) 

et sexuelles (testostérone chez l’homme et œstrogène et progestérone chez la femme). La voie de synthèse 

est commune (Figure 8), dérivant du cholestérol, substance synthétisée dans le foie et dans les glandes 

endocrines à partir de l’acétyl-Coenzyme A (acétyl CoA). 

 L’ACTH véhiculée par la circulation sanguine périphérique jusqu’aux glandes surrénales se lie aux 

récepteurs mélanocortines de type 2 (MC2-R) dans la corticosurrénale, stimulant la stéroïdogénèse par la 

voie de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) [462]. 
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Figure 8 : Schéma de synthèse des hormones dérivant du cholestérol. P450c11 correspond à 
l’enzyme 11β-hydroxylase. Le rat est dépourvu d’aldostérone synthase. 

 

4. Conclusion 
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Figure 9 : Représentation schématique de la structure de l’axe hypothalamo-hypophyso-
corticosurrénalien (d’après [514]). 
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L’axe HPA représente une chaîne d’amplification avec un facteur mille à chaque étage (pmole de 

CRF, µmole d’ACTH et mmole de glucocorticoïdes). Les glucocorticoïdes sont les effecteurs terminaux 

de l’axe HPA. Ils régulent les fonctions métabolique, cardio-vasculaire, immunitaire, reproductrice, 

comportementale et cognitive [294]. Ils exercent également un rétrocontrôle inhibiteur à tous les étages de 

l’axe HPA (Figure 9). 

 

C. Les glucocorticoïdes 

1. Les récepteurs intracellulaires aux glucocorticoïdes 

Les glucocorticoïdes se lient à deux types de récepteurs aux glucocorticoïdes, les récepteurs aux 

minéralocorticoïdes (MR, type I) et les récepteurs aux glucocorticoïdes per se (GR, type II). Ces récepteurs 

appartiennent à la famille des récepteurs hormonaux nucléaires incluant les récepteurs aux 

minéralocorticoïdes, glucocorticoïdes, aux hormones sexuelles et thyroïdes, etc. Ces récepteurs partagent 

une structure composée de trois domaines : (i) un domaine N-terminal activant les gènes cibles et en 

interaction avec d’autres facteurs de transcription ; (ii) un domaine central en « doigts de zinc » constituant 

le domaine de liaison à l’ADN et participant à la dimérisation des récepteurs, la translocation nucléaire 

grâce à la séquence de localisation nucléaire (NLS) et la transactivation ; (iii) un domaine C-terminal de 

liaison au ligand contenant aussi des séquences de liaison aux Hsp, de translocation nucléaire, de 

dimérisation et de transactivation [19]. 

Les GR sont fortement exprimés dans les neurones des régions suivantes : cortex, amygdale, 

hippocampe, septum, thalamus, hypothalamus, cervelet, locus coeruleus, noyau dorsal du raphé. Les MR 

sont plutôt exprimés dans l’hippocampe, le septum latéral et l’hypothalamus (PVN) [178]. Les deux 

récepteurs sont donc colocalisés dans l’hippocampe (régions CA1 et CA2 et gyrus denté) et 

l’hypothalamus (région parvocellulaire du PVN et du noyau arqué) [178]. L’affinité des récepteurs à leur 

ligand est différente. Les GR montrent une faible affinité pour la corticostérone, mais une forte affinité 

pour les glucocorticoïdes de synthèse (dexaméthasone, RU28362). Inversement, les MR ont une forte 

affinité pour la corticostérone (10 fois plus que les GR) et l’aldostérone, et une affinité beaucoup plus 

faible pour la dexaméthasone (pour revue [114, 389]). Ces différences de localisations et d’affinités entre 

les deux types de récepteurs leur confèrent un rôle distinct. En phase de repos (environ 1,4 µg.mL-1 de 

corticostérone chez le rat), seuls les MR sont occupés, à 90%. En phase d’activité ou après un stress de 

contention (environ 25 µg.mL-1 de corticostérone), les MR sont saturés et les GR sont occupés à 50%. 

Ainsi, les MR réguleraient le tonus basal de l’activité de l’axe HPA avec une efficacité fonction de la 

quantité de récepteurs MR. Les GR sont les médiateurs du rétrocontrôle négatif des glucocorticoïdes avec 

une intensité fonction des quantités de glucocorticoïdes et de récepteurs GR [389]. 
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2. Régulation de la disponibilité en glucocorticoïdes 

a. La transcortine ou CBG 

La disponibilité des glucocorticoïdes aux tissus est régulée par la transcortine ou corticosteroid-

binding globuline (CBG). Cette glycoprotéine monomérique de 55-kDa de la famille des inhibiteurs de 

protéases sérines (serpine) est sécrétée par le foie. Dans la circulation sanguine, elle se lie à la 

corticostérone, la maintenant sous forme inactive et jouant un rôle de réservoir. La capacité de liaison de 

la CBG est modifiée par divers facteurs : (i) les stress de contention, sociaux, de privation de nourriture, 

des chocs électriques réduisent la capacité de liaison de la CBG ([52, 145] pour revue, [51]), (ii) 

l’inflammation localisée, provoquant une libération de protéases sérines par les neutrophiles activés, 

augmente la portion de corticostérone libre seulement au niveau du site inflammatoire et non dans la 

circulation générale [52]. En revanche, les modifications de la CBG sont moins évidentes à la chaleur [189, 

194].  

La CBG joue également un rôle de modulation fine des concentrations locales de corticostérone. 

L’internalisation cellulaire du couple CBG-corticostérone augmente la quantité de corticostérone libre 

intracellulaire susceptible d’activer les récepteurs intracellulaires. En revanche, la synthèse locale de CBG 

intracellulaire observée dans les neurones magnocellulaires de l’hypothalamus, l’éminence médiane du rat 

[339] et les cellules corticotropes de l’hypophyse [52] limite l’accessibilité de la corticostérone aux 

récepteurs intracellulaires [52]. Ces mécanismes permettent une régulation beaucoup plus fine et 

spécifique que la simple diffusion de la corticostérone du compartiment sanguin vers le compartiment 

cellulaire. 

b. Les 11β-hydroxystéroïde déshydrogénases type 1 et type 2 

L’action des glucocorticoïdes est régulée au niveau intracellulaire par les deux iso-enzymes 

11β-hydroxystéroïde déshydrogénases (11β-HSD) type 1 (11β-HSD1) et 11β-HSD de type 2 (11β-HSD2).  

La 11β-HSD2 est une déshydrogénase unidirectionnelle détruisant la corticostérone en 

11-déhydrocorticostérone. Localisée dans certaines régions du cerveau (organe subcommissural, noyau du 

tractus solitaire, noyau central de l’amygdale, hypothalamus latéral), elle orienterait plutôt le signal 

corticoïde vers les récepteurs MR [199]. Inversement, la 11β-HSD1 est une réductase, transformant la 11-

déhydrocorticostérone inactive en corticostérone active, quoiqu’elle puisse être bidirectionnelle in vitro.  

Elle joue donc un rôle dans la régulation de l’axe HPA du faite de sa présence au niveau des sites clés du 

rétrocontrôle des glucocorticoïdes (hypothalamus, hypophyse, hippocampe et cortex cérébral) [199]. Ainsi, 

les souris déficientes en 11β-HSD1 (11β-HSD-/-) présentent des niveaux de base de corticostérone et 

d’ACTH élevés ainsi qu’une secrétion accrue de corticostérone et d’ACTH lors d’un stress, suggérant une 

atténuation du rétrocontrôle inhibiteur [180]. La 11β-HSD1 semble donc être indispensable à l’efficacité 

du rétrocontrôle inhibiteur des glucocorticoïdes. Les niveaux enzymatiques sont modulés par le stress : le 

 49



stress aigu induit une augmentation de l’expression de la 11β-HSD1 dans l’hippocampe alors que le stress 

chronique entraîne une diminution [199]. 

3. Mécanismes d’action des glucocorticoïdes 

Les glucocorticoïdes agissent à moyen et long terme via les effets génomiques et à plus court terme 

via les effets non génomiques (Figure 10). 

 
Figure 10 : Mécanismes d’action des glucocorticoïdes par la voie classique génomique (partie 
gauche) et par action rapide non génomique par l’intermédiaire de récepteurs membranaires 
(partie droite) [360]. 
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a. Les effets génomiques 

¾ Modulation de la transcription des gènes 

Les glucocorticoïdes, lipophiles, diffusent librement à travers la membrane cellulaire et se lient à leurs 

récepteurs GR solubilisés dans le cytoplasme par liaison aux protéines Hsp (voir III.B.2, page 62). Après 

libération des Hsp, le couple GR-corticostérone est transloqué dans le noyau où il agit sur l’expression du 

génome en activant ou inhibant la transcription. Le mécanisme classique d’action des GR (Figure 10) 

passe par la formation d’un homodimère (deux molécules de GR) qui se lie aux séquences d’ADN 

spécifiques (« glucocorticoid response elements », GREs) et active la transcription. Il nécessite le 

recrutement de co-activateurs activant l’acétylation des histones, indispensable au recrutement de l’ARN 

polymérase II [3]. Une répression de la transcription peut advenir par une interaction avec la séquence 

d’ADN « negative GRE » (nGRE). Peu de gènes possèdent cette séquence parmi lesquels la POMC, le 

CRF, l’ostéocalcine et la kératine [21]. Un deuxième mécanisme implique l’interaction des GR avec des 

facteurs de transcription comme « activator protein-1 » (AP-1, dimères Fos-Jun ou Jun-Jun), le facteur 

nucléaire κB (NF-κB), la « cAMP response element-binding protein » (CREB), le peptide STAT [274]. Les 

GR liés à AP-1, NF-κB et CREB par interaction protéine-protéine préviennent la transcription des gènes 

activés par ces mêmes facteurs de transcription, sauf pour STAT dont la liaison GR-STAT potentialiserait 

l’activation des gènes activés par ce facteur de transcription, comme l’IL-4 [463]. 

¾ Modulation post-transcriptionnelle 

Les glucocorticoïdes agissent aussi sur la stabilité des ARNm, leur traduction en protéines [262, 467], 

la dégradation et la libération des protéines [29, 229, 504]. L’activation de cascades de signalisation de 

diverses kinases favorise la stabilité et la traduction des ARNm via leurs séquences « JNK responsive 

element » (JRE) et « adenine/uridine-rich element » (ARE). Les glucocorticoïdes diminuent la stabilité des 

ARNm par une inhibition de ces cascades de signalisation de kinases (Figure 11), passant probablement 

par des interactions protéine-protéine entre le complexe glucocorticoïdes-GR et la protéine de liaison aux 

ARNm responsable de la cascade de signalisation stabilisant les ARNm [259, 467]. Les glucocorticoïdes 

pourraient aussi diminuer la stabilité des ARNm de leurs propres récepteurs [211]. 
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Figure 11 : Régulation post-transcriptionnelle des gènes par les glucocorticoïdes [467]. JRE est 
un élément de réponse des c-Jun N-terminal Kinase (JNK). 

 

b. Les effets non génomiques 

Le délai d’action des glucocorticoïdes par voie génomique est long : 10-30 min de translocation 

nucléaire, 5 à 120 min de transcription et traduction aboutissant à un délai théorique minimum de 15 min 

souvent plus long [303]. Des effets plus rapides que 15 min sont toutefois observés, faisant suspecter des 

mécanismes non génomiques (Figure 12). 
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Figure 12 : Représentation schématique des différents sites de liaison non génomiques des 
glucocorticoïdes (d’après [303]). (1) canaux ioniques (i.e., canaux calciques voltage-dépendant 
synaptiques) ; (2) récepteurs à neurotransmetteurs (i.e., récepteurs à acétylcholine, récepteurs 
kappa opioïdes, récepteurs GABAA) ; (3) récepteurs membranaires non génomiques 
spécifiques ; (4) GR membranaires ; (5), protéines actives libérées du complexe GR-ligand ; (6) 
voie génomique classique par les GR intracellulaires. Les triangles rouges représentent les 
molécules de glucocorticoïdes. 
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¾ Action rapide médiée par les GR 

Certains effets des glucocorticoïdes médiés par les GR ne passent pas par une action 

transcriptionnelle [173, 303], mais par la libération de protéines du complexe GR-protéines suite à la 

liaison de l’agoniste. Par exemple, les Hsp libérées stimulent l’activité de la calcineurine [303] (Figure 13). 

¾ Action rapide sans implication de récepteurs 

Les glucocorticoïdes se lient aux membranes synaptiques et (i) modulent la liaison de la calmoduline 

aux membranes en augmentant leur présence dans les vésicules synaptiques et (ii) activent la fonction des 

canaux calciques voltage-dépendants (Figure 12). Etant donné le nombre important de processus 

biochimiques régulés par la calmoduline et les canaux calciques, ce mode d’action des glucocorticoïdes est 

non négligeable [303]. Un autre mécanisme d’action des glucocorticoïdes passe par l’altération des 

propriétés physico-chimiques de la membrane cellulaire sans intervention de récepteur [137, 467]. Ces 

effets, surtout observés in vitro, nécessiteraient des concentrations très élevées de glucocorticoïdes. Ainsi, la 

dexaméthasone à forte concentration déstabiliserait les membranes lysosomales, un effet impliqué dans 

l’action anti-anaphylactique rapide (< à 10 min) des glucocorticoïdes [195]. 

¾ Action rapide médiée par des récepteurs membranaires 

En fait, la majorité des effets rapides des glucocorticoïdes passerait par l’intermédiaire de récepteurs 

membranaires, soit spécifiques aux glucocorticoïdes, soit par des récepteurs à neurotransmetteurs. Les 

récepteurs spécifiques se distinguent nettement des GR par leurs propriétés de liaison aux glucocorticoïdes 

[3]. Les protéines Hsp70 et 90 interagissent avec ces récepteurs probablement de la même manière qu’avec 

les GR [384]. Les actions rapides sont liées à des voies de signalisation intracellulaires telles que le 

couplage des protéines G et des kinases incluant la mitogen-activated protein kinase (MAPK) et la 

phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) [3] (Figure 10 et Figure 12). Ce mode d’action semble être impliqué 

dans le contrôle du comportement (i.e., augmentation de l’évaluation du risque par les glucocorticoïdes 

[303, 332]), dans l’apprentissage et la mémoire [479], dans les maladies inflammatoires [3]. 

Les glucocorticoïdes modulent aussi les récepteurs à neurotransmetteurs [303] de manière complexe 

et mal systématisée : les récepteurs kappa opiacés ont un site de liaison des glucocorticoïdes, les récepteurs 

acide γ-amino-butyrique (GABA) seraient modulés en synthèse par voie génomique et en fonction par 

voie non génomique, les effets de l’acétylcholine seraient inhibés par les glucocorticoïdes alors que les 

effets de la noradrénaline, la sérotonine, l’AVP, le CRF et le glutamate seraient modulés via une action sur 

les protéines G et les protéines kinases C. Des actions par le biais des libérations de transmetteurs 

pourraient être évoquées : régulation de la synthèse de sérotonine par l’augmentation de la capture du 

tryptophane par les terminaisons nerveuses [303], augmentation des concentrations de glutamate dans les 

synapses [338], etc. 
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4. Les actions anti-inflammatoires des glucocorticoïdes 
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Figure 13 : Mécanismes d’action des glucocorticoïdes et des GR sur l’inhibition de l’inflammation 
(d’après [391]). Régulation génomique dépendant de la liaison du GR à sa séquence d’ADN spécifique 
GRE, conduisant à l’activation de la synthèse de protéines anti-inflammatoires (DNA-dependent 
regulation) c. Régulation par interaction GR-facteurs de transcription (i.e., NF-κB), conduisant à 
l’inhibition de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (protein interference mechanisms) d. 
Régulation non génomique médiée par les GR (i.e., libération Hsp du GR, conduisant à l’activation 
dans le cytosol de protéines anti-inflammatoires, nongenomic activation) e. 

 

L’effet anti-inflammatoire des glucocorticoïdes passe par des mécanismes de la voie génomique et 

non génomique. Par voie génomique, ils activent la synthèse de protéines anti-inflammatoires dont les 

gènes possèdent une séquence GRE comme l’IκB-α, la lipocortine-1 (ou annexine I), l’inhibiteur de 

leukoprotéase sérique, la MAPK phosphatase-1, l’IL-1ra, l’IL-10, l’endopeptidase neurale [20, 21, 463] 

(Figure 13, c). Ils interagissent également avec des facteurs de transcription, inhibant la transcription de 

nombreuses cytokines telles que l’IL-1β, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-11, TNF-α, « granulocyte macrophage-
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colony stimulating factor » (GM-CSF), chémokines, des enzymes inflammatoires telles que la monoxyde 

d’azote synthase inductible (iNOS), la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), des récepteurs inflammatoires tels que 

les NK-receptor [20, 21, 463] (Figure 13, d). Enfin, ils diminuent la stabilité et la traduction des ARNm 

d’un grand nombre de gènes inflammatoires possédant une séquence ARE : IL-1, le facteur de croissance 

endothélial vasculaire (VEGF), TNF-α, IL-6, IL-8, COX-2, iNOS [467]. Par voie non génomique et 

médiée par les GR, les glucocorticoïdes induisent la libération des protéines Hsp du complexe cytosolique 

GR-glucocorticoïdes-Hsp, ce qui entraîne l’activation de protéines anti-inflammatoires au niveau du 

cytosol (Figure 13, e). 

5. Le rétrocontrôle négatif de l’axe HPA par les glucocorticoïdes 

Un premier mécanisme de rétrocontrôle négatif se déroule lentement de manière génomique. Au 

niveau de l’hypophyse antérieure, les glucocorticoïdes inhibent l’expression de la POMC, des récepteurs à 

CRF et à AVP des cellules corticotropes, influençant ainsi la quantité d’ACTH déversée dans la circulation 

[479]. Au niveau de l’hypothalamus (PVN), les glucocorticoïdes inhibent l’expression du CRF et de l’AVP 

[95]. Les effets combinés de la réduction de la quantité d’ACTH, d’expression de CRF et AVP et de leurs 

récepteurs contribuent à la suppression de la réponse hormonale de stress de l’axe HPA. Ces effets 

passent principalement par les GR, mais probablement aussi par les MR [8]. L’hippocampe et le cortex 

médian pré-frontal seraient aussi impliqués dans le rétrocontrôle négatif de l’axe HPA par les 

glucocorticoïdes. En effet, lors d’un stress chronique, la quantité de GR diminue dans ces zones et le 

rétrocontrôle négatif des glucocorticoïdes est atténué [123, 337]. 

Une suppression rapide non génomique de l’activation de l’axe HPA est également décrite, s’exerçant 

pour une moitié par une inhibition de la libération de l’ACTH dans l’hypophyse, et pour l’autre dans le 

cerveau [195, 479]. Au niveau du PVN, les glucocorticoïdes réduisent l’excitabilité des neurones projetant 

sur l’éminence médiane [479], inhibent la libération d’AVP des neurones [90] et facilitent la libération 

GABA des neurones magnocellulaires [479]. Ils stimuleraient aussi la libération d’endocannabinoïdes, 

conduisant à la suppression de la libération de glutamate [120]. L’intervention de récepteurs membranaires 

couplés aux protéines G (protein kinase A et C, PKA et PKC dépendant) serait impliquée dans cette 

action rapide des glucocorticoïdes [90, 120, 479]. Les glucocorticoïdes agiraient aussi au niveau de 

l’hippocampe en augmentant la libération de glutamate, excitant au niveau de l’hypothalamus des 

interneurones GABAergiques. Les MR seraient impliqués dans cette signalisation rapide, de manière 

indépendante des mécanismes transcriptionnels [479]. 
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D. Stress et glucocorticoïdes 

1. Approche physiologique classique 

La complexité des mécanismes d’action des glucocorticoïdes et la finesse de leur régulation suggèrent 

que ces hormones jouent un rôle capital dans la régulation de l’activation de l’organisme face à un 

agresseur. Pour autant, cela ne permet pas de déterminer leur rôle physiologique intégré. Le premier 

regard, le plus ancien, est celui de la physiologie intégrée mettant les glucocorticoïdes au centre de 

l’activation physiologique (pour revue, [56]). 

- Le métabolisme : les glucocorticoïdes facilitent la mobilisation des ressources de l’organisme afin de 

fournir le combustible cellulaire. Ils augmentent la glycémie par la mobilisation des réserves énergétiques 

en : (i) stimulant la néoglucogenèse et la glycogénolyse ; (ii) inhibant le transport du glucose, sa capture et 

son utilisation dans les tissus périphériques ; (iii) stimulant la lipolyse dans les cellules adipeuses et la 

protéolyse dans les cellules musculaires. 

- Le système cardio-vasculaire : les glucocorticoïdes améliorent la circulation de l’énergie en activant 

la convection sanguine. Ils augmentent la force de contraction cardiaque par une augmentation de 

l’expression des récepteurs adrénergiques β1 et favorisent la vasoconstriction périphérique par une 

augmentation de l’expression des récepteurs adrénergiques α1. Ils jouent donc un rôle amplificateur de 

l’effet des catécholamines. De plus, ils favorisent la production d’angiotensinogène et augmentent la 

sensibilité des vaisseaux sanguins aux actions de vasoconstriction de l’angiotensine II. 

- Le système immunitaire et inflammatoire : Les glucocorticoïdes aident à un fonctionnement 

allostasique en réprimant l’expression d’un des médiateurs de la charge allostasique : les cytokines. Ainsi, 

ils ont des actions anti-inflammatoires et immunosuppressives. Ces actions passent par une inhibition de la 

synthèse, la libération, et l’activité des cytokines impliquées dans la réponse pro-inflammatoire et des 

médiateurs de la réponse immunitaire (II.C.4., page 54). 

2. Approche intégrée moderne 

a. La dépendance temporelle 

Cette approche intégrée permet de comprendre leurs actions dans les premières phases de stress, 

celles de la réaction d’alarme. Pour autant, elle n’explique pas la complexité de leur régulation. Ainsi, 

Munck considère les glucocorticoïdes comme jouant un rôle indispensable à la survie face à un agent 

stressant en agissant à la fois sur la réaction à l’agresseur et la récupération lorsque l’agresseur disparaît 

[345] : 

« We proposed that : (a) the physiological function of stress-induced increases in GC levels is to 

protect not against the source of stress itself, but against the normal defense reactions that are activated by 
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stress; and (b) the GCs accomplish this function by turning off those defense reactions, thus preventing 

them from overshooting and themselves threatening homeostasis. » [345] 

Cette vision biphasique est reprise par Sapolsky [423] à travers une classification des actions des 

glucocorticoïdes en deux classes (i) les actions préparatrices, modifiant les réponses de l’organisme à un 

stress ultérieur ou contribuant à l’adaptation au stress chronique. (ii) les actions modulatrices, ajustant les 

réponses de l’organisme à un agent stresseur. Ces actions se déclinent en trois types selon le moment où 

elles surviennent et la concentration de glucocorticoïdes cellulaires : 

- Les actions permissives : elles sont accomplies par les glucocorticoïdes présents avant le stress. 

Leurs conséquences (activation cardio-vasculaire, immunitaire et métabolique) se manifestent donc dans la 

phase d’alarme. 

- Les actions suppressives : elles sont réalisées par l’augmentation de concentration de 

glucocorticoïdes induite par le stress, et se manifestent généralement une heure après le début du stress. 

Elles préviennent le dépassement des réactions de défense en inhibant les réponses immunitaires et 

inflammatoires. 

- Les actions stimulatrices : elles sont aussi accomplies par l’augmentation de concentration de 

glucocorticoïdes induite par le stress, et se manifestent une heure après le début du stress. Elles 

augmentent la première vague de réponses hormonales, reversant ainsi les effets suppressifs. Par exemple, 

les glucocorticoïdes prolongent l’action permissive de la stimulation de la néoglucogenèse et l’inhibition de 

l’utilisation du glucose en périphérie. 

Les actions permissives et stimulatrices sont donc impliquées dans la médiation des réactions de 

stress, alors que les actions suppressives sont impliquées dans la limitation des réactions de stress [423]. 

b. La relation concentration-fonction 

Il a donc émergé l’idée selon laquelle la concentration optimale de glucocorticoïdes à la survie de 

l’organisme dépend du moment où elle est considérée [422]. Cette relation de la concentration à l’effet est 

médiée par les différences d’affinité entre les deux récepteurs aux glucocorticoïdes (Figure 14). Ainsi, à 

des niveaux bas de glucocorticoïdes, la signalisation passe par les MR du fait de la forte affinité. L’action 

est donc plutôt activatrice. Lorsque la concentration de glucocorticoïdes atteint des niveaux de stress, la 

signalisation passe par les GR et l’action est plutôt inhibitrice. Ainsi, une augmentation de l’occupation des 

MR provoque une augmentation de l’excitabilité hippocampique, alors qu’une augmentation de 

l’occupation des GR entraîne un effet opposé. Ce caractère biphasique n’est cependant observé que dans 

les structures cérébrales où les deux récepteurs cohabitent. 
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Figure 14 : Mécanisme générant la courbe en « U » inversé en présence des deux récepteurs 
MR et GR (d’après [422]). 

 

Dans le cas de tissus ne comportant qu’un type de récepteur, le récepteur GR, comme les régions 

cérébrales distinctes de l’hippocampe et de l’hypothalamus, les glucocorticoïdes exercent un effet sur un 

ligand et un effet opposé sur les récepteurs de ce ligand (Figure 15). Ainsi, l’augmentation de la 

concentration de glucocorticoïdes diminue la concentration d’IL-1 mais augmente celle du récepteur 

aboutissant à un optimum fonctionnel au croisement des deux courbes. 
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Figure 15 : Mécanisme générant la courbe en « U » inversé en présence d’un récepteur GR 
(d’après [346]). 
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c. La notion d’adéquation 

Pourtant, les sécrétions en glucocorticoïdes ne sont pas toujours aussi optimales. La qualité de leurs 

actions pour la survie peut être modélisée par une courbe en « U » inversé (Figure 16). Des concentrations 

tissulaires insuffisantes en glucocorticoïdes lors de la confrontation à l’agresseur sont aussi néfastes que 

des concentrations excessives. 

Concentration de glucocorticoïdes

effet 
bénéfique

effet 
néfaste

 
Figure 16 : Effet des glucocorticoïdes selon leur concentration (adaptée d’après [422]). 

 

Si les pathologies induites par les excès en glucocorticoïdes ont été largement décrites dans le cadre 

de l’allostasie (immuno-suppression, athérosclérose, obésité, dépression et anxiété) [317-319], les 

pathologies secondaires à un hypofonctionnement de l’axe HPA commencent seulement à être isolées. 

Ces situations sont observées chez les patients en soins intensifs présentant une Critical Illness-Related 

Corticosteroid Insufficiency (CIRCI, définie lors de la conférence de consensus de septembre 2005 à 

Paris) en plus de leur pathologie (chirurgie lourde ou sepsis) [426]. Il s’ensuit une augmentation du risque 

d’état de stress post-traumatique (PTSD) [426]. De la même manière, les sujets porteurs de PTSD, et 

présentant des symptômes psychosomatiques (nervosité, faible tolérance au stresseurs, pertes mnésiques, 

hypersensibilité, irritabilité, hostilité, alexithymie, douleurs chroniques, conduites addictives), [187, 431, 

541] présentent une moindre sécrétion en glucocorticoïdes. Tout se passe comme si la réaction 

corticotrope exigée par la pathologie dépassait les capacités de lutte du sujet. Cette rupture d’équilibre 

entre le nécessaire et l’existant à un moment donné appelle la notion de stress dépassé. Cette notion 

correspond à l’épuisement, ou troisième phase de Selye, quoique cela se fasse dans des conditions 

d’apparition différentes. 
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III. Le stress cellulaire et les Heat Shock Proteins (Hsp) 

A. Généralités 

La dénomination de protéines de choc thermique provient de leur première observation sur des 

cellules de glandes salivaires de drosophiles exposées à Ta=37°C durant 30 min [395]. Depuis, de 

nombreuses autres conditions d’induction d’Hsp ont été découvertes, incluant des conditions 

physiologiques, pathologiques, environnementales [236] et même des conditions de stress psychologique 

[144, 151, 152, 213, 219, 381] ( Tableau 1). Cet élargissement des stimuli d’induction conduit parfois à les 

qualifier de protéines de stress, terme plus général, amenant à les considérer comme une composante 

principale du stress cellulaire. Elles sont retrouvées dans la plupart des cellules, de la bactérie aux cellules 

de mammifères et abondent dans tous les compartiments subcellulaires. Leur structure hautement 

conservée dans la phylogénie leur confère un rôle fondamental dans les processus et la survie cellulaires. 

De par la communauté de situations d’induction, la concomitance d’induction et la finalité de leur 

fonction, les protéines de stress représentent le pendant cellulaire de la réaction systémique à un agresseur. 

 

 Tableau 1 : Conditions entraînant l’induction de l’expression des Hsp (adapté d’après [236]). 

Physiologiques Pathologiques Environnementales Psychologiques 

Cycle et division cellulaires 

Facteurs de croissance 

Différenciation cellulaire 

Développement tissulaire 

Stimulation hormonale 

Infection virale 

Infection bactérienne 

Infection parasitaire 

Fièvre 

Inflammation 

Ischémie 

Hypertrophie 

Agents oxydants 

Chaleur 

Métaux lourds 

Inhibiteurs métaboliques 

Analogues des acides 

aminés 

Ethanol 

Antibiotiques 

radiation 

Stress d’immersion dans l’eau 

Exposition à une situation 

émotionnelle (prédateur…) 

Tâches d’apprentissage 

 

B. Les différentes familles d’HSP 

Il existe différentes familles d’Hsp se différenciant par leur taille, leur localisation, leur fonction et 

leurs conditions d’expression (constitutives ou inductibles) [236, 244, 382]. 
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Tableau 2 : Les différentes familles d’Hsp et leur localisation cellulaire, fonction et conditions 
d’expression. 

Famille Hsp Localisation Fonction Expression 

Hsp110/104 Cytosol, noyau Conformation des protéines 
Thermotolérance 
Non ATP-dépendante 

Constitutive et induite par 
le stress 

Grp170 Réticulum 
endoplasmique 

Chaperon moléculaire 
Importation des peptides du cytosol dans 
le RE 

Induite par la déplétion en 
glucose et tout stress 
perturbant le RE 

Hsp90 Cytosol, noyau, 
(GRP94) 

Conformation transport des protéines 
Régulation de la transduction du signal 
(récepteurs aux glucocorticoïdes) 
Rôle anti- ou pro-apoptotique 

Taux basal élevé 
Forte expression après 
stress 

Grp94 Réticulum 
endoplasmique 

Chaperon moléculaire 
Importation des peptides du cytosol dans 
le RE 

Induite par la déplétion en 
glucose 

Hsp70-1 Cytosol, noyau Conformation des proteines 
Cytoprotection 

Forme inductible 
 

Hsp70-2 Cytosol, noyau Conformation des proteines 
Cytoprotection 

Forme inductible 
 

Hsc70 Cytosol, noyau Chaperon moléculaire Forme constitutive 
 

Grp78 ou BiP Réticulum 
endoplasmique 

Cytoprotection 
Chaperon moléculaire 
Importation des peptides du cytosol dans 
le RE 

Constitutive et induite par 
la déplétion en glucose 

Grp75 Mitochondrie Translocation des protéines Constitutive et induite par 
la déplétion en glucose 

Hsp60 Mitochondrie 
Cytosol 

Conformation des protéines 
Prévention de l’agrégation et de la 
dénaturation des protéines 
Pro- ou anti-apoptotique 

Constitutive et induite par 
le stress 

Hsp47 Réticulum 
endoplasmique 

Translation et translocation du collagène Constitutive et induite par 
le stress thermique 

Hsp27 Cytosol, noyau lors 
du stress 

Chaperon moléculaire 
Stabilisation du cytosquelette 
Anti-apoptotique  
Survie de la cellule après stress 
Non ATP-dépendante 

Taux basal faible 
Forte expression après 
stress 

Hsp10 Mitochondrie 
Cytosol 

Co-facteur de HSP60 
Conformation des protéines 
Transduction du signal 
anti-apoptotique 

Synthétisée en réponse à 
l’ischémie 

Ubiquitine Cytosol, noyau Dégradation des protéines Synthétisée en réponse à 
l’ischémie 
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1. La famille des Hsp110 

La famille des Hsp110, les plus largement exprimées après les Hsp70 et 90 [130], existe de manière 

constitutive principalement dans le cerveau et le foie. Ces protéines cytosoliques et nucléaires sont 

fortement induites lors du choc thermique (Tableau 2). Leurs fonctions sont complexes : (i) protection 

des ribosomes par leur association avec le site de chromatine nucléolaire (rDNA) ; (ii) maintien de la 

conformation des protéines en collaboration avec les Hsp70 [130, 529] ; (iii) maintien de la fonction 

cellulaire en hyperthermie et donc apparition d’une thermotolérance [364, 420]. De fait, cette famille est 

assez proche de la famille des Hsp70, par ses fonctions et par sa structure [130, 365, 529], même si elle 

s’en distingue par le caractère non indispensable de la liaison à l’ATP [365]. La « glucose-regulated 

protein » (Grp) 170 est une protéine homologue aux Hsp110, localisée dans le réticulum endoplasmique, 

et induite par des conditions de déséquilibre métabolique (défaut de glucose, d’O2, ionophores calciques, 

acidose) et la dénaturation des protéines [130]. Elle joue un rôle de « chaperon moléculaire » en interaction 

avec Grp78 et 94 [130]. 

2. La famille des Hsp90 

La famille des Hsp90, abondamment exprimée de manière constitutive dans le cytosol (Tableau 2), 

inclut trois protéines, deux isoformes Hsp90α et Hsp90β et la Grp94 [452, 547]. L’isoforme Hsp90α est 

très inductible lors du stress thermique, alors que l’isoforme β, moins sensible à la chaleur, représente un 

composant constitutif majeur de la cellule, induit par la stimulation mitogénique [526]. La Grp94, induite 

lors d’un déficit cellulaire en glucose, joue un rôle de « chaperon moléculaire ». 

En conditions physiologiques, les Hsp90 s’associent aux protéines impliquées dans la transduction du 

signal, notamment aux récepteurs nucléaires des stéroïdes GR [544]. Le complexe regroupant GR, Hsp70, 

Hsp90 et Hsp90/Hsp70-organizing protein (Hop) représente la forme inactive du GR en l’absence 

d’hormone agoniste. Lors de l’interaction ligand-récepteur, Hsp90 favorise l’affinité du récepteur à son 

agoniste [160, 544]. En condition de stress, les Hsp90 jouent un rôle de protection cellulaire puisque des 

niveaux élevés de protéines Hsp90β sont associés à une meilleure survie lors d’un stress thermique [185], 

mais également d’inhibiteur d’apoptose [154, 156, 272, 370, 424]. Les Hsp90 interviennent donc dans la 

signalisation des glucocorticoïdes lors du stress (inductible), mais également au repos (constitutif). 

3. La famille des Hsp70 

La famille des Hsp70, la plus largement exprimée, est composée de protéines constitutives (Hsc70 

cytoplasmique, Grp78 réticulaire et Grp75 mitochondriale) et/ou inductibles (Hsp70 nucléaires) (Tableau 

2). Ces protéines possèdent une structure à deux domaines fonctionnellement liés, une extrémité amino-

terminale avec une activité ATPase et une extrémité carboxy-terminale se liant aux peptides [118]. Les 

Hsp70 inductibles sont codées par deux gènes (Hsp70-1 et Hsp70-2) localisés dans le complexe majeur 

d’histocompatibilité et leur homologie est telle que leurs produits ne sont pas distinguables [201]. Une 
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expression différentielle a toutefois été observée après une ischémie-reperfusion rénale chez le rat avec un 

seuil d’activation plus bas pour la Hsp70-2 et une induction prépondérante de la Hsp70-1 lors d’une 

ischémie sévère [4]. Un troisième gène inductible hsp70B’ serait activé seulement à des températures 

extrêmes [270]. 

Les Hsp70 inductibles possèdent de nombreuses fonctions : (i) elles se lient aux protéines immatures 

ou dénaturées assurant un rôle de « chaperon moléculaire », les préservant d’une mauvaise conformation, 

agrégation ou perte de fonction. Cette activité ATP-dépendante est réversible puisque l’hydrolyse de 

l’ATP couple peptide et Hsp70 et la phosphorylation de l’ADP après 15 à 30 min de liaison libère à 

nouveau le peptide [316] ; (ii) elles limitent la production de radicaux libres en stimulant l’activité de la 

manganèse superoxide-dismutase (Mn-SOD) mitochondriale [473] ; (iii) elles inhibent l’apoptose par leur 

interaction avec « apoptosis-inducing factor » (AIF) [386, 407], « apoptotic protease-activating factor-1 » 

(apaf-1) [24, 25, 419] et c-Jun N-terminal Kinase (JNK1) [24, 374] ; (iv) elles jouent un rôle de 

transmetteur immunitaire du fait de leur sécrétion dans le milieu extracellulaire, passive par les cellules 

nécrosées [23] ou active par contraction musculaire [140, 144, 505] ou exocytose [252]. Ces Hsp 

circulantes se lient à des récepteurs spécifiques, incluant les Toll-like receptors (TLR) 2 et 4 [11]. Il en 

découle l’activation de la voie NF-κB par laquelle la transcription des cytokines est stimulée [11]. Ainsi, les 

Hsp70 intracellulaires constituent un rempart énergétiquement coûteux pour maintenir les cellules 

fonctionnelles alors que les Hsp70 extracellulaires constituent des signaux de danger [382]. 

4. La famille des Hsp60 

Les protéines de la famille Hsp60, synthétisées dans le cytoplasme de manière constitutive sont 

transloquées dans la mitochondrie où elles favorisent le repliement des protéines monomériques et 

catalysent l’assemblage de complexes oligomériques (Tableau 2) [515]. Cette activité  nécessite l’hydrolyse 

de l’ATP et d’autres co-facteurs (Hsp10 ou GroES et Grp75). Leur synthèse est induite par le stress 

spécifique de la mitochondrie (mitochondrial-specific stress response, MSR [549]), mais aussi par le stress 

thermique. Dans ce cas, elles jouent un rôle de « chaperon moléculaire » et modulateur de l’apoptose en 

association avec Hsp10 [118, 371]. 

5. La famille des Hsp47  

Les Hsp47, glycoprotéines se liant au collagène dans les fibrobastes [351], sont induites par le choc 

thermique [350]. Elles sont également exprimées de manière constitutive toujours en corrélation avec 

l’expression du collagène dont elles favorisent la formation de leur structure rigide en triple hélice [349] 

(Tableau 2). La stabilité de cette structure étant très sensible aux élévations de température, il n’est donc 

pas surprenant que Hsp47 soit induite par le stress thermique et qu’elle se lie à la structure pour prévenir 

sa déstructuration [348]. 
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6. La famille des Hsp27 

La famille des « small heat shock proteins » regroupe les protéines Hsp27 et l’α-crystalline, 

cytosoliques en conditions basales et nucléaires lors du stress [521] (Tableau 2). Ces « chaperons 

moléculaires » protègent les cellules de l’agrégation protéique sans recours à l’ATP, diminuent la quantité 

d’espèces radicalaires [325], stabilisent le cytosquelette [260] et préviennent l’activation des caspases [155]. 

Elles sont faiblement exprimées dans les conditions basales, mais leur synthèse, stimulée par les hormones 

stéroïdes [515], est fortement induite lors du choc thermique, du stress oxydatif et du contact avec les 

cytokines [371]. L’activation de ces Hsp27 représente donc une alternative énergétiquement peu coûteuse 

par rapport à l’expression d’Hsp70 en cas de stress chaud. 

7. La famille des Hsp10 

Les Hsp10 agissent comme co-facteur de Hsp60 en réponse à l’ischémie pour protéger les fonctions 

mitochondriales [103, 237]). Une action cytosolique pourrait être impliquée dans le repliement des 

protéines, les voies de signalisation et l’inhibition de l’apoptose [103] (Tableau 2). 

C. Rôles des Hsp 

1. Dans des conditions basales 

Les Hsp présentent une activité commune de « chaperon moléculaire » (Figure 17) : (i) conformation 

des polypeptides nouvellement synthétisés et assemblement des complexes de protéines c ; (ii) transport 

des protéines entre les différents organites et à travers les membranes cellulaires d ; (iii)  reconformation 

des protéines dénaturées e ; (iv) prévention de l’agrégation des protéines lésées f ; (v) élimination des 

protéines se trouvant dans un état de dégradation irréversible par des mécanismes protéolytiques 

d’autophagie lysosomale g et de dégradation protéosomale h ; (vi) facilitation de la liaison des 

glucocorticoïdes aux GR i ; (vi) participation à la réduction des radicaux libres j ; (viii) implication dans 

les signaux apoptotiques k. 
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Figure 17 : Schéma de synthèse des effets régulateurs des chaperons moléculaires (Hsp) sur les 
principaux processus cellulaires (d’après [343]). AIF, apoptosis-inducing factor ; ER, 
endoplasmic reticulum ; ERAD, endoplasmic reticulum-assosiated degradation ; HSF-1, heat 
shock factor 1 ; HSP, heat shock protein; LAMP, lysosomal-associated membrane protein; 
ROS, reactive oxygen species. 

 

2. Dans des conditions de stress 

Dans des conditions de stress, la néosynthèse d’Hsp permet de faire face à l’augmentation des 

protéines dénaturées, ce qui implique un fort recrutement pour la prévention de l’agrégation et la 

dégradation des protéines endommagées, ainsi que la lutte anti-radicalaire (Figure 17). Cette réponse de 

« stress cellulaire » peut être considérée comme une réponse de survie visant au maintien de l’intégrité 

structurelle et fonctionnelle de la cellule [139] dans des conditions de fonctionnement défavorables 

comme une température de 46°C [392, 486]. Le caractère énergétiquement coûteux place les Hsp dans la 

logique de l’allostasie cellulaire avec la charge que cela suppose.  

3. Dans le pré-conditionnement 

L’accumulation de protéines Hsp après une première agression améliore la survie lors d’une agression 

ultérieure. Ce phénomène, appelé pré-conditionnement, survient suite aux agressions thermiques, locales 

ou systémiques [379] et chimiques [533, 534], aux traitements par antibiotiques [379] ou par herbimycine 

A [413] et même à l’exercice [66, 207, 359]. L’effet protecteur est observé vis-à-vis de l’hyperthermie, 

l’ischémie, le stress oxydant, les endotoxines, les cytokines (pour revue, [26, 215, 244]). L’efficacité de la 
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protection, corrélée à la sévérité de la pré-exposition, est transitoire : elle s’acquiert en quelques heures et 

ne dure que trois à cinq jours, cinétique correspondant aux cinétiques d’induction et de dégradation des 

protéines Hsp [253, 341]. 

4. Rôle de marqueur de lésions cellulaires 

Pour le chercheur, les Hsp peuvent être considérées comme des marqueurs de lésions cellulaires 

puisqu’il existe une relation étroite entre l’induction d’Hsp et l’étendue des lésions cérébrales dans des 

modèles d’ischémie cérébrale ou d’injection intra-cérébrale d’acide kaïnique [166]. Un niveau d’Hsp70 plus 

élevé est observé dans les organes présentant les lésions et dysfonctionnements les plus marqués [143]. Les 

deux points de vue de « protection cellulaire » versus « signe d’agression cellulaire », en apparence opposés, 

ne sont en réalité pas contradictoires mais peuvent conditionner l’interprétation du niveau d’expression 

d’Hsp. 

D. L’induction des Hsp70 

Hsp70 est la forme inductible majeure des Hsp dont la synthèse est augmentée lors du stress jusqu’à 

devenir la protéine prépondérante dans la cellule. Cette induction requiert des facteurs de transcription et 

se produit en réponse à toute agression provoquant la dénaturation des protéines, stimulus principal 

d’induction (Figure 18). 

1. Les facteurs de transcription du choc thermique : HSF 

L’induction des Hsp est médiée par quatre types de « heat shock factor » (HSF) régulés par divers 

signaux environnementaux et développementaux [421]. Les quatre HSF sont exprimés de manière 

constitutive et fonctionnent en coopération [340] : (i) HSF1 est un monomère possédant une longue demi-

vie, inactif dans les conditions basales, et activé par différentes agressions ; (ii) HSF2 est une protéine de 

courte durée de vie, activée lors du développement embryonnaire et de la différentiation [421] ; (iii) HSF3 

est un co-régulateur de HSF1 dont l’activation se fait à des seuils plus élevés que HSF1, la liaison à l’ADN 

est plus longue et la capacité d’activation de la transcription analogue à celle de HSF1 [421, 477]. Il affine 

donc la régulation de la réponse au choc thermique ; (iv) HSF4 est constitutivement lié à l’ADN [352, 421]. 

Son absence de propriétés d’activation de la transcription lui confère un rôle de modulateur négatif de la 

réponse de stress. 

2. Mécanisme d’induction des Hsp70 

Dans les conditions normales, les Hsp90 et les Hsp70 sont liées aux HSF, les maintenant ainsi sous 

une forme inactive (Figure 18, c). Les protéines dénaturées consécutives de l’agression tissulaire 

mobilisent les molécules chaperones Hsp70 et Hsp90, qui se détachent des HSF d. Le clivage Hsp90-

70/HSF conduit à la phosphorylation des HSF par une protéine kinase C, formant ainsi des trimères HSF 

e. Cette forme active est ensuite transloquée dans le noyau et se lie au promoteur « Heat Shock Element » 
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(HSE) du gène Hsp70 stimulant ainsi la transcription. Une augmentation massive d’ARNm de Hsp70 et 

de protéines Hsp70 se produit alors dans les cellules agressées f. Les Hsp70 se lient aux protéines 

dénaturées pour restaurer leur structure tertiaire g. 

c
d

e

f

g

h

 
Figure 18 : Schéma simplifié de la régulation de l’induction des Hsp70 (d’après [421]). 

 

3. Les signaux intracellulaires d’activation 

Les signaux déclenchant l’augmentation de la protéine Hsp70 active, c’est-à-dire dans un état lui 

permettant d’agir contre les lésions créées par l’agression, peuvent intervenir à différents niveaux : HSF, 

gène Hsp70 et son promoteur HSE, transcription en ARNm, traduction en protéine, activation de la 

protéine, traduction à partir d’ARNm stabilisés pré-existants. Il existerait donc différentes voies 

d’activation selon l’étape concernée, le type d’agression appliquée, la région de l’organisme et le type de 

cellule concernée. Parmi ces voies d’activation, on peut citer : (i) les protéines kinases A et C [81], qui 

seraient la voie qu’emprunte le NO pour induire les Hsp [235] ; (ii) l’augmentation du calcium 

intracellulaire [234], même s’il a été montré que le calcium intracellulaire n’était pas essentiel à l’induction 

des Hsp [125] ; (iii) les protéines G favorisent l’induction des Hsp72 mais le mécanisme ne passerait pas 

par l’augmentation de la concentration en AMPc [234] ; (iv) la diminution du pH, mais qui ne serait pas 

indispensable à l’induction des Hsp [125, 234] ; (v) enfin, les prostaglandines de type A et J induiraient la 

synthèse d’Hsp70 en absence de stress [421]. 
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4. L’atténuation de la réponse des Hsp70 

L’attenuation de l’expression des Hsp70 se produit lorsque la synthèse des Hsp70 excède les besoins 

générés par les protéines dénaturées, les Hsp70 et d'autres « chaperons moléculaires » retournent dans le 

noyau pour se lier au domaine de transactivation transcriptionnelle des HSF1 et ainsi réduire la 

transcription des gènes hsp [501] (Figure 18, h). L’atténuation de la réponse de choc thermique dépend 

également d’une protéine 1 de liaison au HSF1 (HSBP1), qui provoque la dissociation des trimères de 

HSF1 [421]. La trimérisation et la transactivation des HSF peuvent aussi être affectées par le pH, l’état du 

statut redox, la température et la phosphorylation [550, 551]. Les HSF4 sont considérés comme des 

régulateurs négatifs de la réponse de stress [352]. La dégradation des ARNm Hsp et des protéines Hsp 

constitue un autre moyen d’atténuation de la réponse : les ARNm Hsp70 contiennent au niveau de la 

partie non codante 3’ une région riche en bases A et U (ARE), sensible au turnover rapide des ARNm. La 

liaison de protéines sur cette séquence ARE protège les ARNm durant la phase de réponse aiguë. Puis, 

dans une phase plus tardive, la dégradation de ces protéines favorise le déclin des ARNm [258]. 

E. Les interactions glucocorticoïdes-Hsp 

Le stress cellulaire induisant les Hsp s’inscrit dans un contexte de stress systémique impliquant la 

sécrétion de glucocorticoïdes, posant la question d’une interaction entre glucocorticoïdes et Hsp. 

1. L’effet potentialisateur des glucocorticoïdes 

En cas de stress aigu, les glucocorticoïdes facilitent l’induction des Hsp. Lors d’une ischémie, un pré-

traitement en glucocorticoïdes augmente la quantité de protéines Hsp72 dans le cœur [488]. La 

dexaméthasone stimule la réponse Hsp72 dans les cellules épithéliales intestinales de rat lors d’un stress 

oxydant [487] et dans les cardiomyocytes [472]. La synthèse d’Hsp27 dans le cervelet est induite par 

l’injection de glucocorticoïdes et pourrait ainsi contribuer à la résistance du cerveau au choc thermique 

[22]. Lors de l’exposition d’un poisson à son prédateur, l’ajout de glucocorticoïdes augmente l’expression 

des ARNm Hsp70 dans le cerveau [219]. L’exposition de rat à un chat s’accompagne d’une élévation 

concomitante de la corticostérone plasmatique et des protéines Hsp72 dans le cerveau. L’adrénalectomie 

réduit l’augmentation d’Hsp72 [144]. Cette induction des Hsp par les glucocorticoïdes se ferait à deux 

niveaux : (i) au niveau transcriptionnel par l’activation des HSF [472] conduisant à l’augmentation des 

ARNm et, (ii) au niveau post-transcriptionnel par une augmentation de la stabilité des ARNm, mais aussi 

par la libération de protéines Hsp72 du complexe GR-Hsp90-Hsp72, se dissociant lors de l’arrivée de 

glucocorticoïdes [488]. 

En cas de stress chronique, les glucocorticoïdes atténuent l’induction des Hsp selon deux 

mécanismes potentiels. Deux semaines de traitement par dexaméthasone, agoniste GR, réduisent 

l’induction d’ARNm Hsp70 dans le cortex surrénal en réponse à un stress de contention mais aussi les 

niveaux d’ACTH et de corticostérone plasmatiques [484]. Des niveaux élevés chroniques de 
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glucocorticoïdes atténuent la synthèse de Hsp70 dans les hépatocytes de truite lors d’un choc thermique 

[36] selon un mécanisme de dégradation des GR par les protéasomes. Ceci sous-entend que les GR 

stimulent la réponse Hsp70 et que la réponse inhibitrice en chronique n’est que le fait d’artéfacts. 

2. L’effet inhibiteur des glucocorticoïdes 

Pourtant, un effet inhibiteur des glucocorticoïdes sur l’expression des Hsp a été suggéré. La 

dexaméthasone inhibe l’activité de liaison de HSF1 sur le promoteur Hsp70 en réponse à un choc 

thermique ou chimique [503]. Ce mécanisme passerait par les GR car il est bloqué par l’antagoniste RU486 

[502, 503]. Cet effet inhibiteur pourrait ne pas être contradictoire avec l’effet potentialisateur si l’on 

considère la concentration en glucocorticoïdes : l’effet différentiel des glucocorticoïdes se ferait entre l’état 

de base et le stress hyperthermique. Ainsi, les glucocorticoïdes stimuleraient la synthèse basale d’Hsp70 

hépatique et l’inhiberaient lors d’un stress hyperthermique [101]. 
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I. Hypothèse du stress dans le CC 

L’hypothèse d’une relation entre la genèse du CC et celle d’un syndrome de stress dépassé n’a jamais 

été clairement étudiée, ni même théoriquement posée. Nous faisons l’hypothèse d’une relation étroite 

entre le stress et la tolérance à la chaleur et, plus précisément entre l’émergence d’une intensité insuffisante 

de stress et du CC. Ce caractère dépassé adresse soit une insuffisance de protection par les Hsp70 (niveau 

cellulaire), soit une insuffisance de sécrétion en glucocorticoïdes (niveau systémique). Cette hypothèse 

s’appuie sur (i) l’analogie entre les deux situations physiopathologiques, (ii) le rôle des glucocorticoïdes et 

des Hsp70 dans la tolérance à la chaleur et plus précisément la survenue du CC. 

Nous avons donc regroupé dans ce chapitre (i) les hypothèses de recherches, (ii) les arguments liant 

au CC, le stress, les glucocorticoïdes et les Hsp, (iii) les objectifs du travail expérimental. 

II. Etude bibliographique des interactions entre stress et 
chaleur 

A. Relation clinique entre stress et CC 

1. L’analogie des décours temporels 

Il existe une analogie frappante entre le décours d’évolution de Tco lors d’une exposition à la chaleur 

et celui du « syndrome général d’adaptation » décrit par Selye [434]. Pour la majorité des animaux, 

l’évolution de la Tco lors d’une exposition à la chaleur se fait en trois phases (Figure 1), comme l’évolution 

de la résistance de l’organisme face à un stresseur selon le « syndrome général d’adaptation » (Figure 3). 
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finale
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réaction
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Figure 19 : Comparaison de l’évolution de la résistance à un stresseur selon le « syndrome 
général d’adaptation » de Selye (en noir) et de l’évolution de la Tco de type III à la chaleur (en 
bleu). ††, décès. 

 73



La phase initiale d’élévation de Tco pourrait correspondre à la réaction d’alarme. La phase de plateau 

de Tco pourrait être assimilée à la phase de résistance, régulée. Puis la phase finale de brusque 

augmentation non régulée de la Tco pourrait coïncider avec la phase d’épuisement dans laquelle la charge 

thermique, trop importante, déborde les capacités de thermorégulation de l’organisme (Figure 19). Ainsi, 

il est particulièrement frappant d’observer une telle concordance entre l’évolution de la Tco lors d’une 

exposition à la chaleur et le modèle de stress développé par Selye. 

2. L’analogie de variabilité inter indiv duelle - i

Au-delà de cette coïncidence temporelle entre stress et CC, il existe une coïncidence frappante, celle 

de l’extrême variabilité inter-individuelle de la réponse. Celle-ci s’exprime par la grande variabilité des 

temps de tolérance à la chaleur [135, 366, 525]. Cette réponse correspond à ce qui est observé dans le 

stress. Il existe en effet d’énormes différences inter-individuelles dans les réponses aux situations 

stressantes, en raison (i) des différences de perception et d’interprétation de la situation et (ii) des 

différences de conditions physique et physiologique de l’organisme. Par exemple, une perception accrue 

du caractère stressant d’une situation peut se caractériser par une forte sécrétion de glucocorticoïdes. Un 

état de déséquilibre métabolique rend plus vulnérable aux agressions avec une augmentation du risque de 

développement de pathologies [319]. 

3. La valeur du coup de chaleur 

La comparaison entre les courbes d’évolution thermique et d’adaptation laisse entrevoir une analogie 

entre exposition au chaud et stress, mais aussi CC et épuisement. Cette caractérisation soulignée par 

l’évolution thermique peut être systématisée. L’exposition à la chaleur s’inscrit dans un contexte de stress 

avec mobilisation de l’axe HPA et activation du stress cellulaire par la synthèse d’Hsp70. Il semble donc 

exister un véritable fonctionnement allostasique de l’organisme au chaud dont le coût apparaît par le biais 

de la durée du plateau de thermorégulation. Par ailleurs, le CC se traduit par la perte des régulations 

cardiovasculaire, thermique et l’apparition d’un déséquilibre métabolique, culminant dans des lésions. Ce 

tableau suggère qu’il existe une perte du mode de fonctionnement allostasique induit par la chaleur lors du 

CC. 

B. Relations entre glucocorticoïdes et chaleur 

1. La secrétion de glucocorticoïdes dans le CC 

Très peu d’études rapportent les variations de corticostérone plasmatique au cours d’une exposition à 

la chaleur. 

Chez l’homme, une étude prospective clinique menée sur 172 patients admis dans les 6 heures après 

le début du CC révèle que le niveau de cortisol dans les 24 heures suivant le CC est corrélé à la sévérité des 

déficits neurologiques évaluée par la Scandinavian Stroke Scale [93]. 
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Chez le chien exposé à Ta=45°C durant 4 heures ou jusqu’au CC (Tre max=43°C), l’augmentation du 

cortisol n’est significative qu’après 1 heure d’exposition mais se prolonge durant 5 heures. Les niveaux de 

base ne sont retrouvés que 24 heures après la fin de l’exposition [12]. Les niveaux de cortisol sont alors 

corrélés à la sévérité de l’agression thermique. Un état de stress est également observé chez le rat exposé 

passivement au chaud (Ta=40°C). La corticostérone plasmatique s’élève dès 30 min après le début de 

l’exposition (163 ng.mL-1) et se poursuit à 60 min d’exposition (312 ng.mL-1) [99]. La même augmentation 

de corticostéronémie est observée chez des rats exposés à Ta=38°C durant 20 min (550 ng.mL-1, [124] et 

60 min (775 ng.mL-1 [240], et 780 ng.mL-1 [124]). Chez la souris exposée à Ta=39,5°C jusqu’à l’atteinte 

d’une Tco=42,7°C, la corticostérone plasmatique est augmentée et le reste après 2 heures de récupération, 

alors que l’hypothermie succédant à l’hyperthermie est maximale [266]. 

Il émerge donc que la corticostérone augmente après une exposition prolongée à la chaleur. Cette 

élévation est rapide, probablement dans les 10 min. Elle dure sous le maintien de la contrainte, et de hauts 

niveaux de corticostérone sont souvent encore retrouvés après la fin de l’exposition à la contrainte. Cette 

cinétique d’évolution de la corticostérone au cours de l’exposition à la chaleur est en accord avec celles 

observées lors d’un stress de contention prolongé (3 heures) [453]. En revanche, elle différe de celle 

rencontrée lors d’un stress aigu de très courte durée (15 min au maximum) lors duquel on observe un pic 

d’augmentation de la corticostérone dès 10 min après stress suivi d’un retour à des taux de base 30 à 

60 min après stress [64, 112, 329, 494]. 

2. Les effets physiologiques des glucocorticoïdes dans le CC 

Les glucocorticoïdes témoignent d’un effet protecteur dans le CC en dépit de discordances qui 

tiennent souvent à une méconnaissance de la complexité de l’action des glucocorticoïdes. 

Chez l’homme, l’administration de corticostéroïdes n’améliore pas la survie des patients atteints de 

CC, quoique cette absence d’effet bénéfique puisse être expliquée par une administration trop tardive du 

traitement [13]. 

Chez le primate, un traitement avec un corticostéroïde, MPSS (methylprednisolone sodium 

succinate), effectué avant exposition à la chaleur réduit la translocation digestive des lipopolysaccharides 

(LPS) et les taux de LPS plasmatiques, améliore les paramètres cardio-vasculaires [159] et in fine, augmente 

la survie [157] lors du CC. Cependant, la dexaméthasone administrée juste avant l’exposition à la chaleur et 

au cours de la récupération ne prévient pas l’apparition du CC chez le babouin et aggrave même les lésions 

tissulaires et la défaillance multi-organique [42]. Ceci s’explique par l’effet complexe de la dexaméthasone, 

jouant un rôle synchronique d’agoniste GR et inhibant l’axe HPA de manière diachronique. 

 Chez le rat, un traitement avec la dexaméthasone, un agoniste GR, avant exposition à la chaleur 

améliore la survie après un stress thermique sévère et limite l’augmentation des enzymes hépatiques, de 

l’IL-1β, l’IL-6 et du LPS plasmatiques [276, 291]. Il contribue à la protection du cerveau grâce à une 
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réduction de l’hypotension artérielle et de l’ischémie cérébrale. Il en ressort une réduction des lésions 

neuronales et une amélioration de la survie [291]. 

C. Relations entre expression d’Hsp et chaleur 

1. L’induction de la réponse 

a. Les inducteurs potentiels 

A la différence des glucocorticoïdes, une masse importante de littérature existe sur les relations entre 

Hsp et chaleur. Cependant, rien ne permet d’affirmer que la chaleur agit par elle-même. L’agression 

thermique induit dans les cellules une acidose, une diminution de la quantité d’ATP et une augmentation 

du calcium cytosolique, une augmentation de l’AMPc intracellulaire, une activation des protéines kinases. 

Cependant, tous ces changements ne semblent pas être nécessaires ni suffisants d’eux-mêmes pour activer 

la réponse de stress cellulaire [515]. La variation de pH et de concentration d’AMPc ne seraient pas 

nécessaires à l’induction des Hsp [234]. De plus, l’abaissement du pH intracellulaire ou l’augmentation de 

calcium cytosolique ne conduisent pas nécessairement à des variations significatives d’expression des 

protéines Hsp [125]. En revanche, l’accumulation intracellulaire de protéines dénaturées apparaît être le 

mécanisme essentiel de la réponse de choc thermique [515]. 

b. Spécificités de l’induction 

¾ Spécificité selon le tissu et le type cellulaire 

• Dans l’organisme 

Le seuil d’induction et la cinétique d’expression des ARNm Hsp à la chaleur est dépendante du tissu 

considéré. Dans le cerveau, les poumons et la peau, l’induction des ARNm Hsp70 apparaît après 

seulement 35 min d’exposition à Ta=40°C, mais elle est transitoire puisque les niveaux de base sont 

retrouvés dans les 3 à 6 heures après la fin de l’exposition [32]. Dans le foie, la cinétique d’expression des 

ARNm Hsp70 est différente : les ARNm ne sont observés que lors d’une exposition à Ta=37,5°C pendant 

90 min. Lors d’une exposition à Ta=40°C, une augmentation significative des ARNm Hsp70 n’est 

observée qu’après 6 heures de récupération et non à 1 et 3 heures [32]. L’expression des ARNm Hsp 

dépend sans doute du tissu considéré, mais les différences de conditions d’exposition au chaud (durée et 

Ta) biaisent l’interprétation. 

Une augmentation des protéines Hsp72 est observée dans le foie, l’intestin grêle et les reins et non 

dans le quadriceps et le cerveau chez des rats exposés passivement à la chaleur [143]. Là encore, les 

conditions d’exposition influencent l’expression des protéines. Une élévation plus rapide de la température 

entraîne une expression plus importante des protéines Hsp72 dans le foie, alors même que la charge 

thermique est plus faible [143]. Lors d’une pré-induction de protéines Hsp72 par choc thermique 

(Tco=42°C pendant 15 min), leur expression est augmentée après 4 heures, est maximale entre 8 et 16 
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heures et retrouve des valeurs de base après 48 heures, dans toutes les régions de l’organisme analysées 

(striatum, cortex, hypothalamus, cœur, foie, reins) [534]. 

Les différences de seuil d’induction et de cinétique d’expression des ARNm et protéines Hsp peuvent 

refléter une différence de susceptibilité des organes à la chaleur, mais aussi une différence de conditions 

d’exposition. L’étude de la différence de vulnérabilité d’organes à la chaleur impose donc une exposition 

finement calibrée. 

• Dans le cerveau 

Cette spécificité tissulaire d’induction existe également au sein du SNC selon la région cérébrale. Des 

niveaux plus élevés d’ARNm et de protéines Hsp70 sont observés dans le cervelet en comparaison à 

l’hippocampe chez le rat [312]. Cette spécificité est même retrouvée selon le type cellulaire, et voire au sein 

d’un même type cellulaire [377]. Les cellules gliales expriment des ARNm Hsp70 après une heure 

d’hyperthermie, alors que les cellules neuronales ne présentent une élévation des ARNm Hsp70 qu’après 

10 heures dans le cervelet de lapin [307]. Ce délai d’expression des neurones serait du à la présence de 

protéines Hsc70, réduisant l’activation des HSF [307]. Parmi les cellules gliales, les oligodendrocytes sont 

plus réactifs que la microglie et les astrocytes ne répondent pas à l’hyperthermie [148]. Parmi les cellules 

neuronales, certaines seraient régulées au niveau de la transcription alors que d’autres répondraient à une 

agression thermique seulement au niveau post-transcriptionnel [218]. Enfin, il faut prendre en compte les 

interactions entre cellules gliales et neuronales : in vitro, les cellules gliales peuvent libérer des protéines 

Hsp70 dans le milieu extracellulaire qui peuvent être capturées par les neurones et ainsi contribuer à leur 

protection [172]. 

¾ Spécificité due à l’état de conscience : animal vigile vs anesthésié 

Après 4 heures d’exposition de rats vigiles à la chaleur (Ta=38°C), les protéines Hsp70 sont 

fortement augmentées dans toutes les régions du cerveau. Cette expression n’est en revanche pas observée 

chez l’animal anesthésié [520], suggérant que la conscience de la situation stressante joue un rôle important 

dans l’induction des Hsp. La chaleur per se n’est pas le seul facteur responsable des dommages cellulaires 

dans le SNC. 

¾ Spécificité due à l’activité physique 

La différence de vulnérabilité reflète à la fois la contrainte thermique et la contrainte fonctionnelle 

locale. Ainsi, l’accumulation de protéines Hsp70 dans les muscles locomoteurs et le tissu cardiaque est plus 

importante lorsque l’exposition à la chaleur est couplée à une activité physique, pour de même niveau de 

Tco [459]. Cet effet serait attribuable à des changements physiologiques propres à l’exercice tels que la 

déplétion en ATP et en glycogène, l’acidose, la production de radicaux libres, potentiels inducteurs des 

Hsp70 [459]. 
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¾ Spécificité due à l’âge 

L’âge est un facteur influençant l’induction des Hsp puisque la synthèse des Hsp en réponse à 

diverses agressions est réduite chez les animaux âgés. L’induction d’ARNm Hsp70 dans le cortex 

surrénalien en réponse à un stress de contention décline avec l’âge [33]. L’induction d’ARNm Hsp70 dans 

l’hippocampe de rats âgés en réponse à l’hyperthermie est atténuée dans les neurones, mais pas dans les 

cellules gliales en comparaison à des rats adultes [372]. La variabilité de réponse selon type cellulaire se 

retrouve ici amplifiée par le vieillissement. 

2. Les effets physiologiques des Hsp à la chaleur 

a. Pré-induction d’Hsp et chaleur 

Le pré-conditionnement par pré-induction d’Hsp est en étroite relation avec la chaleur. La chaleur 

peut être utilisée comme stimulus de pré-induction et représente aussi l’agresseur potentiel ultérieur contre 

lequel le pré-conditionnement est destiné à lutter. Dans ce dernier cas, la pré-induction d’Hsp participe à 

l’acquisition de la thermotolérance. 

Voici quelques exemples de pré-conditionnement impliquant la chaleur : une pré-induction par stress 

thermique ou chimique atténue l’hypotension artérielle, l’ischémie cérébrale, l’accumulation de dopamine 

et sérotonine et les dommages cellulaires provoqués par le CC [534]. Cet effet protecteur serait médié par 

la limitation du stress oxydant et de la déplétion énergétique [508]. Dans les cellules épithéliales, une pré-

exposition à la chaleur induit des Hsp70. Lors d’une exposition ultérieure (48 h) à la chaleur, cette 

induction est associée à l’atténuation de la perméabilité des cellules épithéliales et l’amélioration de la 

survie cellulaire [341]. La pré-induction de protéines Hsp72 par l’exercice (course de durée et d’intensité 

croissante pendant 1 à 3 semaines) est associée à une protection contre le CC, caractérisée par une 

atténuation de l’hyperthermie, du choc cardio-vasculaire et de la production de TNF-α sérique et tissulaire 

[207]. Une hyperthermie locale modérée réalisée 24 heures avant une ischémie-reperfusion sur un membre 

postérieur induit l’expression d’Hsp70 et améliore la survie du muscle squelettique [268]. Une 

hyperthermie globale s’avère aussi protectrice contre les dommages créés par une ischémie reperfusion au 

niveau du muscle cardiaque [100, 269]. Des cellules cardiaques en culture (myoblastes et myocytes H9c2) 

sont capables d’acquérir une résistance à un stress oxydant modéré (peroxyde d’hydrogène) après pré-

conditionnement par stress thermique. L’induction d’Hsp70 contribuerait largement à la mise en place des 

défenses cellulaires anti-oxydantes [470, 471]. 

b. Rôle des Hsp dans la tolérance à la chaleur 

Toutes ces études de pré-induction montrent clairement que la surexpression d’Hsp est protectrice 

face à la chaleur, ce qui n’est pas surprenant compte-tenu du rôle précédemment décrit des Hsp (III.C., 

page 64). Chez des sujets naïfs, les niveaux d’expression de base des protéines Hsp jouent-ils le même rôle 

protecteur ? On peut penser que des niveaux d’Hsp constitutifs élevés soient favorables à la lutte contre 
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l’hyperthermie. Ceci est soutenu par la présence d’anticorps anti-Hsp70 en relation avec la sévérité du CC 

chez l’homme [511, 527]. Mais très peu d’études existent dans ce domaine. 

III. Objectifs de la thèse 

A. Objectifs généraux 

L’hypothèse d’une relation entre stress et risque de CC suppose une démarche expérimentale en deux 

temps. Dans un premier temps, le rôle différentiel du stress cellulaire (Hsp) et du stress systémique 

(glucocorticoïdes) doit être évalué dans l’émergence de l’intolérance à la chaleur et donc du risque de CC. 

Les questions qui se posent sont donc : Existe-t-il une relation entre la qualité de la réaction systémique 

(sécrétion glucocorticoïdes) et l’intensité de la réaction cellulaire (expression Hsp) ? Quelle valeur accorder 

aux variations d’expression d’Hsp lors d’une exposition à la chaleur ? S’agit-il d’une marque de bonne 

tolérance ou au contraire de lésions ? 

Dans un second temps, il convient d’évaluer les relations entre la tolérance à la chaleur et qualité du 

stress. En d’autres termes, quel est le statut de stress des animaux dont la tolérance à la chaleur est la plus 

mauvaise ? Les animaux les moins tolérants sont-ils les plus stressés ? Ceux dont l’activation de l’axe HPA 

est la plus forte ou la plus faible ? 

B. Présupposés théoriques 

Ces objectifs imposent un certain nombre de contraintes théoriques sous-jacentes à l’évaluation du 

rôle du stress dans la tolérance à la chaleur. 

1. La naïveté des individus 

Pour juger du rôle du stress dans la tolérance à la chaleur, nous nous sommes placés dans des 

conditions naturelles, utilisant l’exposition thermique comme un stresseur aigu. Ceci exclut tout pré-

conditionnement ou toute plasticité de la sécrétion des glucocorticoïdes. 

2. La dynamique de la réponse 

Lors de l’exposition au stresseur thermique, nous devons considérer qu’il existe une cinétique 

d’évolution de la charge allostasique qui augmente avec le temps. Cette charge est l’intégration de 

l’émergence de facteurs délétères (hyperthermie, coût énergétique, inflammation) induits par l’exposition 

au stresseur thermique et de facteurs protecteurs réactifs de l’organisme (Hsp, glucocorticoïdes). Cette 

charge allostasique est le coût biologique de la balance s’établissant entre les facteurs délétères et les 

facteurs protecteurs et permettant à l’individu, et à ses cellules constitutives, de fonctionner loin des zones 

de fonctionnement économique. 
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3. La tolérance à la chaleur comme marqueur de la charge 
allostasique 

La tolérance à la chaleur peut être définie comme la capacité de survivre en environnement chaud au 

prix d’une charge allostasique faible. Inversement, l’intolérance à la chaleur se définit comme l’incapacité 

de survivre longtemps à un environnement chaud du fait de l’importance de la charge allostasique. 

Exprimée en terme de contrainte, l’intolérance à la chaleur se traduit par un niveau élevé des pressions 

physiologiques induit par les facteurs délétères, en pratique des niveaux de Tco élevée. Il existe donc une 

étroite relation entre tolérance à la chaleur, forte pression des facteurs délétères et charge allostasique. Le 

sujet intolérant est alors celui dont la balance se déséquilibre rapidement en faveur des facteurs délétères, 

soit par une apparition trop rapide des facteurs délétères, soit par des réponses protectrices insuffisantes. 

Un individu intolérant est donc celui qui développera le plus rapidement les signes cliniques pathologiques 

(hyperthermie, déshydratation, activation de la neurotransmission et métabolique) préfigurant la 

symptomatologie du CC. 

4. La variabilité inter-individuelle 

Cette variabilité individuelle de la tolérance à la chaleur nécessite de recourir à l’exposition au 

stresseur pour déterminer a posteriori les animaux tolérants et les animaux intolérants. L’exposition au 

stresseur doit donc être calibrée afin que la différence de réponse puisse être reliée à une différence inter-

individuelle de gestion de la charge allostasique. Sous cette condition, il devient possible de répondre à la 

question : Pourquoi pour un même niveau de contrainte un individu va développer un CC et d’autres 

non ? 

C. Critères de jugement d’intolérance 

La nécessité de déterminer une intolérance face à la chaleur suppose des critères de jugement fiables. 

Les critères suivants peuvent être ainsi proposés. 

1. Les critères du risque létal 

La présence d’un risque létal peut être déterminée par l’évaluation de la sévérité de l’hyperthermie, 

laquelle est représentée par la charge thermique ou aire sous la courbe de Tco (AUC) calculée en °C.min 

[203]. Les animaux dont la charge thermique dépasse un certain seuil calculé par Hubbard présentent un 

risque létal. L’AUC est calculée au dessus d’une valeur de Tco de 40,4°C (AUC40,4) car cette Tco correspond 

à l’apparition d’un risque de mortalité dans les 24 heures qui suivent l’exposition de rats actifs à la chaleur. 

Les animaux à l’exercice dont l’AUC40,4 est positive présentent donc un risque létal. Sur cette base de 

calcul d’AUC, un autre point de rupture a été défini par Hubbard chez les rats exposés passivement à la 

chaleur : le risque de mortalité apparaît chez eux lorsque l’AUC40,4 excède les 20°C.min. Ainsi, dans nos 
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conditions expérimentales (exposition passive à la chaleur), la valeur d’AUC40,4 de 20°C.min peut être 

considérée comme le seuil au delà duquel un risque létal apparaît. 

2. Les critères du CC avéré 

Les critères de CC avéré sont définis par (i) le coma, caractérisé par l’incapacité de l’animal à se 

redresser lorsqu’on le retourne sur le dos [203] et (ii) l’augmentation brutale et terminale de la Tco, se 

terminant par un niveau de Tco final ou CTM de 44,2°C chez le rat [135]. En regard de la considération 

éthique, nous fixons un point limite d’arrêt d’exposition à la chaleur lors de (i) l’observation d’un état 

inconscient de l’animal ou (ii) l’atteinte d’une Tco de 43°C. 

3. Les critères de l’émergence pathologique 

L’apparition de signes pathologiques cohérents avec ceux observés dans le CC représente un facteur 

d’intolérance à la chaleur en dépit de l’absence de critère majeur de CC. Parmi ces signes, il faut citer : (i) 

Tco et charge thermique élevées, (ii) déshydratation (hématocrite élevé, concentration plasmatique de 

protéines élevée), (iii) altérations métaboliques (lactatémie élevée, recrutement des triglycérides), (iv) 

syndrome inflammatoire (élévation des IL-1β et TNF-α), (v) comportement aberrant (forte activité 

locomotrice). 

D. Démarche expérimentale 

La démarche expérimentale s’est effectuée en deux temps. 

Le premier temps a débuté par une analyse théorique des conditions techniques d’expérimentation, 

définissant (i) les variables rendant compte de l’activité cérébrale, de la charge calcique cérébrale et de 

l’inflammation cérébrale, (ii) les conditions de détermination d’un déficit de sécrétion en glucocorticoïdes. 

Une pré-expérimentation a été pratiquée afin de préciser les conditions expérimentales : efficacité de la 

méthode pharmacologique de déplétion en glucocorticoïdes, validité de la durée d’exposition à la chaleur, 

validité des critères de jugement, la réalité de la réaction Hsp et glucocorticoïdes dans notre modèle. 

Dans un deuxième temps, deux modèles expérimentaux d’exposition de rats naïfs et vigiles à un 

environnement chaud sont mis en place. Le premier utilise conjointement la métyrapone et des durées 

d’exposition à la chaleur croissantes afin d’obtenir à la fois le pied de courbe d’induction des ARNm 

Hsp70 et une grande étendue de charges thermiques (expérimentation 1 : « métyrapone et tolérance à la 

chaleur »). Le deuxième place tous les animaux dans une situation similaire (même durée d’exposition à la 

chaleur) en s’affranchissant de toute autre contrainte potentiellement stressante afin de mettre en évidence 

les variabilités inter-individuelles (expérimentation 2 : « stress et tolérance à la chaleur »). C’est sur le 

second modèle que seront plus particulièrement analysés les éventuels mécanismes activés dans le cerveau. 
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I. Pré-requis scientifiques et techniques 

A. Introduction 

L’objectif étant d’approfondir les caractéristiques de la vulnérabilité à la chaleur au niveau cérébral, 

nous avons besoin de marqueurs pertinents concernant les signes précoces d’activation cellulaire, de stress 

cellulaire et de l’activation des processus inflammatoires. 

Pourtant, cette recherche de marqueurs se heurte à de sérieuses difficultés de cinétique. Le schéma ci-

dessous (Figure 20) décrit le décours temporel de l’induction des médiateurs impliqués dans l’ischémie 

cérébrale, avec dans l’ordre d’apparition les protéines IEGs, les protéines Hsp et les protéines cytokines. 

On peut supposer que les ARNm suivent ce même ordre d’apparition avec un décours temporel plus 

court et plus précoce. Ceci suggère que pour un moment de dosage précis, il est difficile d’avoir les pics 

d’expression des trois ARNm IEGs, Hsp et cytokines. 

 

 

Figure 20 : Patron d’expression des cytokines et autres médiateurs impliqués dans l’ischémie 
cérébrale (d’après [6]). 
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B. Les premiers signes d’activation cellulaire 

C-fos, c-jun et EGR1 font partie du groupe de proto-oncogènes nommés « immediate early genes » 

(IEGs). Leur activation répond aux signaux externes de manière directe et ne requiert pas la synthèse de 

nouvelles protéines. L’induction est donc rapide et transitoire. Ils représentent ainsi de bon marqueurs de 

l’activation cellulaire. 

1. Les marqueurs utilisés 

a. c-fos 

L’expression de c-fos est induite par : (i) les neurotransmetteurs (glutamate, dopamine, sérotonine), 

(ii) la dépolarisation membranaire et l’augmentation des flux calciques [205, 243, 519], (iii) l’activation de 

protéines kinases [14, 243]. 

L’expression constitutive des protéines et des ARNm c-fos dans le cerveau de rat est très faible [98, 

192, 205]. En condition de stress psychologique, les ARNm c-fos sont induits en quelques minutes, 

présentent un pic entre 30 et 60 minutes et retournent à des valeurs de base 120 min après le stress [98, 

369]. En condition de stress métabolique (ischémie cérébrale transitoire), l’expression des ARNm c-fos 

dans le cortex est multipliée par 62 une heure après ischémie et retrouve des valeurs de base 6 heures 

après [510]. L’absence d’expression basale, la grande réactivité à la stimulation cellulaire, la courte demi-vie 

(10-15 min) des ARNm c-fos et le contrôle précis de l’expression des IEGs [243] en font un marqueur 

réactif dépendant de la durée de la contrainte. 

b. c-jun 

Les mécanismes d’induction de c-jun ressemblent étroitement à ceux de c-fos, quoiqu’ils ne soient 

pas couplés [14]. Les deux gènes sont induits par le facteur de croissance, alors que c-jun est peu activé par 

les protéines kinases et pas du tout par la dépolarisation membranaire [14]. Enfin, contrairement à c-fos, la 

protéine c-jun auto-régule positivement la transcription de son gène, prolongeant les signaux transitoires 

générés par l’activation de PKC [7]. 

Contrairement à celle de c-fos, la protéine c-jun et les ARNm de c-jun sont présents à des niveaux 

élevés dans l’hippocampe et le cortex de rat [98, 192, 205]. Lors d’une exposition au stress, il semble que 

les patrons d’expression de c-fos et c-jun soient très ressemblants [98]. 

c. Early growth response-1 (EGR1) 

Le gène EGR1 fait partie des IEGs. Il est induit par des modifications de l’environnement cellulaire 

(variations de la pression osmotique, choc thermique, hypoxie, agents dénaturants de l’ADN), l’activation 

de la neurotransmission (récepteurs muscariniques cholinergiques [225], α2-adrénergiques [225], 

bradykininergiques [225], dopaminergiques [30] et sérotoninergiques [30]), les cytokines et les hormones 
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[126]. L’induction d’EGR1 implique les voies de signalisation de diverses kinases comme PKC/ERK [126, 

432]. 

Les ARNm EGR1 présentent une forte expression constitutive dans le cerveau [98, 200, 369, 510], 

causée par les influx de noradrénaline et sérotonine [30]. Lors d’un stress psychologique l’expression des 

ARNm EGR1 augmente dans le PVN, le cortex et l’hippocampe 15 à 30 min après le début du stress 

(nouveauté [369]). Lors d’un stress métabolique (ischémie cérébrale transitoire), l’expression des ARNm 

EGR1 culmine une heure après la reperfusion et retourne aux valeurs de base 6 heures après. Le patron 

d’expression des ARNm d’EGR1 ressemble donc à celui de c-fos [200, 369]. 

2. Relation glucocorticoïdes-IEGs 

Lors d’un stress, il se produit de manière concomitante une activation de l’axe HPA et une activation 

cellulaire avec production d’IEGs. Ces deux activations peuvent entrer en interaction, obscurcissant la 

valeur de marqueur d’activation cérébrale jouée par les IEGs. Des niveaux élevés de glucocorticoïdes 

circulants inhibent l’expression de c-fos induite par le stress dans le PVN [243]. L’implantation de 

« pellet » de corticostérone pendant 7 jours conduit à un résultat similaire : l’expression des IEGs est 

inhibée de façon dose dépendante, sauf pour EGR1 [485]. L’adrénalectomie supprime l’effet inhibiteur 

des glucocorticoïdes en cas de stress d’immobilisation pour c-fos et c-jun, mais pas pour EGR1 [439]. La 

dexaméthasone réduit l’expression de c-fos induite par le stress dans le cortex [323]. Ceci suggère que 

l’inhibition des glucocorticoïdes sur les IEGs passe par l’activation GR, en particulier par les interactions 

protéine-protéine entre les facteurs de transcription AP-1 et les GR, comme les promoteurs des gènes c-

fos et c-jun possèdent un site AP-1 (II.C.3.a, page 51). La différence entre c-fos, c-jun et EGR1 s’explique 

sans doute par un double mécanisme dépendant indirectement des glucocorticoïdes via d’autres facteurs 

de transcription (Stat5, Fos, Jun, CREB et NF-κB), mais aussi des MAPK [390]. En conclusion, l’effet 

inhibiteur dominant des glucocorticoïdes sur l’activation cellulaire n’est pas surprenant compte-tenu de 

son rôle global d’inhibiteur dans la régulation du stress. La différence d’impact des variations de 

glucocorticoïdes sur l’expression des trois IEGs impose l’analyse concomitante des trois IEGs, dont la 

signification est différente. 

3. Valeur des IEGs comme marqueurs d’activation cellulaire 

L’utilisation des IEGs comme marqueurs d’activation cellulaire comporte certaines limites. Une 

absence d’augmentation des IEGs ne signifie pas nécessairement une absence d’activation et inversement, 

une activation cellulaire ne se traduit pas systématiquement par une augmentation détectable des IEGs 

[196]. L’évaluation systématique de plusieurs IEGs permet cependant d’avoir une vision plus complète de 

l’état d’activation des cellules, d’autant plus que leur patron d’expression diffère légèrement. En effet, c-fos 

est très faiblement présent à l’état basal dans la plupart des régions cérébrales, alors que son induction 

après stress est la plus prononcée. EGR1 est en revanche exprimé à un plus haut niveau de manière 

constitutive. Il est aussi fortement induit par le stress mais avec une localisation cérébrale parfois 
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différente de celle de c-fos. Enfin, une expression faible à modérée d’ARNm c-jun est retrouvée dans la 

plupart des régions cérébrales. Son induction après stress reste limitée à quelques régions exprimant 

toujours de manière concomitante soit c-fos, soit EGR1 [98]. 

C. Les marqueurs d’activation calcique 

1. Intérêt de l’exploration calcique au chaud 

Lors de l’exposition à la chaleur, il existe des modifications importantes de flux calciques dans les 

cellules endothéliales humaines avec une chute initiale de la concentration intracellulaire de calcium 

([Ca²+]i) suivie d’une première élévation très rapide, puis d’une deuxième plus lente [242]. Plus 

généralement, l’hyperthermie cytotoxique entraîne une augmentation de la [Ca²+]i dans de nombreux 

types cellulaires [241] (cellules de souris NIH 3T3 et C3H 10T1/2 [497, 498], cellules cancéreuses 

coliques humaines [333] et cellules de glandes salivaires de drosophiles [125]). In vitro, l’augmentation 

de [Ca²+]i semble être impliquée dans la mort cellulaire et dans l’acquisition de la thermotolérance 

[469], mais son rôle global dans la tolérance à la chaleur reste ambigu. 

2. Marqueur de l’activation calcique 

Bien que l’augmentation de [Ca²+]i stimule de nombreux processus métaboliques, tels que l’activation 

des protéines de liaison au Ca²+ (i.e., MCIP1), elle reste peu étudiée à la chaleur in vivo. Identifiée à l’origine 

dans les muscles squelettiques et cardiaque, MCIP1 (« myocyte-calcineurin-interacting proteins » ou 

« modulatory-calcineurin-interacting proteins ») possède une activité biologique plus étendue [403], en 

particulier dans les neurones [134]. L’ARNm MCIP1 est induit en moins de 90 min par l’augmentation de 

l’oxydation cellulaire et de [Ca²+]i [97] via des mécanismes impliquant la calcineurine [403]. MCIP1 possède 

des propriétés cytoprotectives lors de son induction par son rétrocontrôle inhibiteur de la calcineurine 

[278, 403], limitant l’activité de facteurs de transcription comme le « nuclear factor of activated T cells » 

(NFAT) [354]. En conclusion, l’expression des ARNm MCIP1 représente un marqueur de l’activation de 

la calcineurine et du stress oxydant, complétant les informations sur le stress cellulaire donné par 

l’expression des ARNm Hsp70. 

D. Les marqueurs d’activation inflammatoire 

1. Les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α 

Les cytokines sont produites par les cellules du système immunitaire en périphérie mais aussi par les 

cellules neuronales et gliales du SNC [430, 474, 500]. Elles ont donc valeur de modulateurs de la réponse 

immunitaire et de neuromodulateurs. 
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a. L’IL-1β et le cerveau 

¾ Mécanismes d’induction de l’IL-1β 

La cytokine IL-1β est induite par différentes voies agissant sur les séquences régulatrices du gène. La 

liaison de molécules extracellulaires (hormones, transmetteurs, cytokines) à leur récepteurs membranaires 

induit un signal intracellulaire (augmentation des seconds messagers : AMPc ; phosphorylation de kinases : 

PKC ; activation ou production de facteurs de transcription : NF-κB, AP-1) conduisant à l’activation de la 

transcription par la liaison des facteurs de transcription sur la séquence régulatrice du gène IL-1β. 

L’ARNm IL-1β est ensuite traduit en protéine pro-IL-1β, laquelle est convertie en une protéine IL-1β 

mature par l’IL-1β converting enzyme (ICE). La protéine IL-1β mature se fixe à trois types de récepteurs : 

IL-1RI, IL-1RII et IL-1ra. La transduction du signal est seulement assurée par l’IL-1RI. La stimulation de 

l’induction d’IL-1 est contrebalancée par des facteurs répresseurs comme les glucocorticoïdes en agissant 

sur les facteurs de transcription AP-1, CREB, NF-IL-6 et NF-κB [20] et en réduisant la stabilité des 

ARNm IL-1 [513]. 

¾ L’expression cérébrale d’IL-1β 

Les ARNm IL-1β ont été détectés de manière constitutive dans le cerveau. Cette présence dans le 

cerveau à l’état basal n’a pas été confirmée par d’autres équipes, indiquant qu’ils sont soit en limite de 

détection, soit réellement absents (pour revue [500]). Pourtant, la protéine IL-1β est présente dans le 

cerveau à l’état basal, tout comme les récepteurs IL-1RI et IL-1ra, mais non IL-1RII (pour revue [375, 

500]). Les variations circadiennes d’ARNm IL-1β [79] et l’augmentation de l’expression de l’IL-1β après 

apprentissage [109, 429] suggèrent qu’IL-1β joue un rôle physiologique. 

L’expression des ARNm IL-1β augmente après une agression cérébrale, qu’elle soit de nature 

ischémique [10, 481], excitotoxique (injection d’acide kaïnique [335]), inflammatoire (injection de LPS [10, 

385]), neurodégénérative [293, 457] ou fonctionnelle (fatigue chronique [77, 109]). Son induction, 

survenant en une heure et persistant plusieurs jours [481], serait le fait des cellules endothéliales et 

microgliales, des macrophages et des monocytes [59, 110, 548], voire plus tardivement, des astrocytes et 

des neurones [110, 415]. L’IL-1β serait alors impliquée dans la genèse des dommages cérébraux 

ischémiques [481]. 

¾ Régulateurs potentiels de l’expression d’IL-1β à la chaleur 

Lors de l’exposition à la chaleur, la production d’IL-1β peut être stimulée par le complexe AP-1 (c-

Fos/c-Jun) puisque les ARNm et protéines c-fos augmentent après seulement 20 min d’exposition à la 

chaleur [290, 482]. L’augmentation des PKC, de l’AMPc, du [Ca²+]i [234, 242], des radicaux libres [532] 

peut aussi contribuer à l’augmentation de l’expression d’IL-1β. Cette stimulation de la transcription peut 

être contrebalancée par des facteurs répresseurs comme l’augmentation des glucocorticoïdes ou 

l’activation de HSF1 [63, 513]. 
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Au niveau post-transcriptionnel, la stabilité des ARNm peut être réduite par les glucocorticoïdes 

[513], mais allongée par l’AMPc, les PKC, le [Ca²+]i [513]. La relation ARNm-protéine est obscurcie par 

l’existence de pools de pro-IL-1β pré-existants [513] ou d’une activation de la conversion de la pro-IL-1β 

en IL-1β mature par le Ca²+ et l’ATP via la stimulation de ICE [513]. Au total, l’émergence d’ARNm d’IL-

1β est la marque d’un mécanisme pathogène susceptible d’amplifier le signal IL-1β à tous les niveaux. 

b. Le TNF-α et le cerveau 

¾ Mécanismes d’induction du TNF-α 

L’induction du TNF-α ressemble à celle de l’IL-1β car leurs séquences régulatrices sont très 

similaires. Les voies de signalisation impliquent les voies tyrosines kinases (TR) et PKC comme 

activateurs, et la voie AMPc comme inhibiteur [28]. A la source de ces voies, l’activation glutamatergique 

semble impliquée via le récepteur NMDA [297, 298]. Les glucocorticoïdes joueraient un rôle répresseur 

comme sur l’IL-1 par leur interaction avec les facteurs de transcription et la stabilité et la translation des 

ARNm TNF-α [467]. 

¾ L’expression cérébrale du TNF-α 

De la même manière que pour l’IL-1β, des ARNm TNF-α ont été détectés dans le cerveau à l’état 

basal sans confirmation par d’autres études, suggérant que les ARNm TNF-α soient présents à un faible 

niveau ou absents du tissu cérébral normal [500]. Pourtant les protéines TNF-α sont détectées [500] tout 

comme la protéine TACE (TNF-α converting enzyme ou ADAM17) d’activation du TNF-α [208, 209, 

460] et les deux types de récepteurs du TNF-α, TNFR1 (ou p55) et TNFR2 (ou p75). Il existe donc une 

véritable signalisation cérébrale constitutive basée sur le TNF-α. Les variations circadiennes d’ARNm 

TNF-α [500] plaident pour un rôle physiologique. 

L’agression du SNC se traduit par une augmentation de l’expression du TNF-α que ce soit après 

injection de LPS (ARNm [335] et protéine [10]) et d’acide kaïnique (ARNm [335] et protéine [10]), 

traumatisme crânien [10], ischémie cérébrale (ARNm et protéines [58, 509] de manière concomitante à 

l’IL-1β [10, 418]) et même stress psychologique [298, 347], ce dernier pouvant ainsi aggraver les lésions 

induites par une ischémie cérébrale [78]. L’expression de TACE augmentée lors d’ischémie cérébrale [75, 

400] et après un stress d’immobilisation [297, 298] suggère que l’expression du TNF-α s’intègre dans une 

up-régulation de l’ensemble de sa voie de signalisation. 

Le glutamate semble jouer un rôle central dans l’initiation de la réponse inflammatoire liée au TNF-α 

puisque le blocage du récepteur NMDA réduit l’activité et l’expression de TACE induites par le stress, son 

expression constitutive, ainsi que les niveaux de TNF-α [297, 298]. Pour autant, l’augmentation du TNF-α 

par la régulation positive de TACE pourrait augmenter l’expression des transporteurs de glutamate, 

réduisant les concentrations extracellulaires de glutamate, potentiellement neurotoxiques [400]. 
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¾ Régulateurs potentiels de l’expression du TNF-α à la chaleur 

Lors de l’exposition à la chaleur, la transcription du gène TNF-α peut être activée par les mêmes 

stimuli, au moins en partie, que ceux responsables de l’activation de l’IL-1β, puisque leurs gènes possèdent 

des régions régulatrices similaires. Les mécanismes d’inhibition de l’expression du TNF-α sont également 

analogues : (i) glucocorticoïdes par leur interaction avec les facteurs de transcription et la stabilité et la 

translation des ARNm TNF-α [467], (ii) activation d’HSF réduisant la transcription du TNF-α par la 

liaison HSF/HRE partielle [458]. 

2. La voie du facteur de transcription Nuclear factor kappa B 
(NF-κB) 

NF-κB est un facteur de transcription activé lors de nombreuses situations : stress systémique 

physique et psychologique (Madrigal, 2002, Bierhaus, 2003) et stress cellulaire (LPS, cytokines, virus, 

radicaux libres) [49, 438, 531]. L’activation de cette voie tient un rôle central dans la réponse inflammatoire 

et immunitaire par ses actions modulatrices de l’expression génique. Il importe donc de bien cerner les 

mécanismes d’ouverture de cette voie de signalisation. 

a. Mécanisme d’activation de NF-κB 

NF-κB/Rel est une famille de facteurs de transcription comprenant 5 membres (p65 ou RelA, RelB, 

c-Rel, NF-κB1 (p50/p105) et NF-κB2 (p52/p100)) dont la dimérisation est nécessaire pour les propriétés 

de liaison à l’ADN. De multiples combinaisons peuvent se lier aux séquences κB consensus sur le 

promoteur des gènes régulés par NF-κB, conduisant à l’activation transcriptionnelle. La forme de liaison 

classique et active est l’hétérodimère p65-p50 [531]. 

En l’absence de stimulation, les protéines NF-κB sont principalement localisées dans le cytoplasme, 

associées à une famille de protéines inhibitrices IκB [113]. Elles masquent le signal de translocation 

nucléaire des protéines NF-κB les maintenant ainsi sous forme cytoplasmique inactive. La première étape 

d’activation de NF-κB est la phosphorylation de IκB par leurs kinases (IKKs). Cette phosphorylation 

conduit à la liaison d’un complexe entraînant la polyubiquitination de IκB et sa dégradation par le 

protéasome 26S. La protéine NF-κB libérée peut ainsi migrer dans le noyau [531]. 
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Figure 21 : Mécanisme d’activation du facteur de transcription NF-κB (d’après [531]) 

 

b. Les gènes cibles de NF-κB 

La voie de signalisation NF-κB constitue un des processus régulant le système immuno-

inflammatoire. Parmi les gènes activés par cette voie, on peut citer les cytokines (TNF-α, IL-1, IL-6, GM-

CSF, interféron-γ), chémokines (IL-8, macrophages), les molécules d’adhésion, des enzymes inductibles 

(COX-2 et iNOS) et certains récepteurs impliqués dans la reconnaissance immunitaire (MHC, complexe 

d’histocompatibilité majeur) [531]. Le promoteur du gène IκBα contient aussi des sites de liaison NF-κB 

[214]. 

c. Les médiateurs de l’activation de NF-κB 

¾ Les activateurs 

L’activation de la voie NF-κB est déclenchée par de nombreux stimuli : (i) les LPS [438], (ii) les virus 

comme le « human immunodeficiency virus » (HIV), l’hépatite B, l’« Epstein Barr virus » (EBV) [49], (iii) 

les séquences d’ADN bactériens, (iv) les cytokines TNF-α et IL-1β formant une boucle d’auto-régulation 

positive amplifiant l’intensité et la durée de la réponse inflammatoire [368, 531], (v) les radiations UV et les 
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radicaux libres [221, 531], (vi) la dépolarisation membranaire et la stimulation des récepteurs NMDA [171, 

221, 516]. 

¾ Les inhibiteurs 

L’inhibition de l’activité NF-κB représente un mécanisme important par lequel les glucocorticoïdes 

exercent leur effet anti-inflammatoire (pour revue [105, 115]). Cet effet passe par plusieurs mécanismes. (i) 

L’interaction cytosolique protéines-protéines entre les GR et p65 prévient la formation de dimères p65-

p50 actifs [186, 425]. (ii) Les glucocorticoïdes stimulent l’expression des ARNm IκBα, entraînant une 

augmentation de la séquestration de NF-κB dans le cytoplasme [186, 425]. (iii) Le couple glucocorticoïdes-

GR réprime la transcription médiée par NF-κB en (a) interférant avec la phosphorylation de l’ARN 

polymérase II, (b) entrant en compétition avec p65 pour la sous-unité catalytique de PKA, (c) inhibant 

l’activité de l’acétyltransférase associée au NF-κB. Ainsi la dexaméthasone inhibe la liaison de NF-κB à 

l’ADN induite par le TNF ou le LPS [105, 264]. 

¾ Modulation de NF-κB à la chaleur 

L’activation de NF-κB à la chaleur reste controversée. In vitro, une inhibition de la voie de 

signalisation NF-κB est observée lors du choc thermique [261]. Elle pourrait être induite par une 

insolubilisation des kinases IκB suite à la dissociation de Hsp90 [380], mais aussi par une augmentation de 

l’expression et de la stabilisation des ARNm IκBα [129, 524], une inhibition de la phosphorylation et une 

augmentation de la stabilisation de la protéine IκBα [442, 483]. En raison de la forte induction de IκBα à la 

suite de stress thermique, cette protéine est considérée comme une véritable protéine de réponse au choc 

thermique [129, 380, 523, 524]. In vivo, l’hyperthermie (41-41,5°C de Tco pendant 50 min) provoque 

l’activation de la liaison de NF-κB à l’ADN dans le cervelet mais pas dans l’hippocampe [312]. 

E. Moyens de déplétion en glucocorticoïdes 

L’impact des glucocorticoïdes dans les mécanismes de stress est évalué par diverses méthodes de 

suppression de la sécrétion de glucocorticoïdes endogènes. L’ablation des glandes surrénales 

(adrénalectomie) présente l’inconvénient de retirer la médullo- et comme la cortico-surrénale, supprimant 

la sécrétion de corticostérone mais aussi de toutes les autres hormones (adrénaline, noradrénaline et 

hormones sexuelles). De plus, la présence d’un niveau de base de corticostérone ainsi que les variations 

circadiennes sont indispensables au fonctionnement physiologique normal. Ce dernier inconvénient peut 

toutefois être pallié par une supplémentation en corticostérone, mais sans variation circadienne. 

Une des alternatives à l’adrénalectomie est la modulation des actions des glucocorticoïdes sur leurs 

récepteurs MR et GR par l’utilisation d’agonistes ou d’antagonistes comme le RU 28362 et le RU 38486 

(agonistes sélectifs des GR), le RU 486 (antagoniste sélectif des GR) et le RU 28318 (antagoniste sélectif 

des MR) [114]. L’usage d’un agoniste comme la dexaméthasone exerce un rétrocontrôle négatif sur l’axe 
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HPA par sa forte affinité pour les GR [147], mais mime également les effets des récepteurs GR 

aboutissant à des effets parfois complexes à analyser. 

Une autre possibilité est l’utilisation d’inhibiteurs de la synthèse des glucocorticoïdes comme la 

métyrapone (2-Méthyl-1,2-di-3-pyridyl-1-propanone), inhibiteur de l’enzyme 11β-hydroxylase, enzyme 

transformant de la 11-désoxycorticostérone (11-DOC) en corticostérone. Elle permet de maintenir des 

taux de corticostérone de base et de supprimer toute augmentation induite par le stress. Elle module donc 

les actions des glucocorticoïdes médiées par les GR et non par les MR, ces derniers étant théoriquement 

occupés pour les valeurs de base de corticostérone. Une injection de métyrapone intra-péritonéale (i.p.) à 

la dose de 150 mg.kg-1 quatre heures avant le dosage de corticostérone montre des concentrations 

résiduelles normales (85 ±3 ng.mL-1) alors que l’adrénalectomie supprime presque entièrement la 

corticostérone plasmatique (1,1 ±0,1 ng.mL-1) [150]. La même dose de métyrapone bloque totalement 

l’augmentation de corticostérone induite par 15 min de nage réalisée trois heures après l’injection i.p. [17] 

ou un stress de contention [174]. Ainsi, l’efficacité de la métyrapone, c’est-à-dire l’obtention de valeurs de 

corticostérone plasmatiques proches des valeurs de bases (50-100 ng.mL-1) et la suppression totale de 

l’élévation induite par divers stress, est obtenue par son injection i.p., i.v. ou sous-cutanée (s.c). entre une 

et six heures avant le test à des doses allant de 100 à 200 mg.kg-1 [2, 107, 228, 247, 248, 309, 466]. C’est 

donc la méthode que nous avons utilisée dans notre travail expérimental. 
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II. Pré-expérimentation 

A. Objectifs et hypothèses 

Les objectifs de cette pré-expérimentation sont (i) d’évaluer la faisabilité de la déplétion des 

glucocorticoïdes par l’injection de métyrapone ; (ii) d’évaluer l’intensité de la production des ARNm 

Hsp70-1 et 2 dans le cerveau au cours de l’exposition à la chaleur ; (iii) de déterminer s’il y a des 

différences d’intensité et/ou de nature dans l’expression des ARNm Hsp70-1 et 2 entre le CC et 

l’hyperthermie ; (iv) d’évaluer le rôle des glucocorticoïdes sur la tolérance à la chaleur et sur l’induction des 

ARNm Hsp70. 

Nous attendions une expression des ARNm Hsp70 d’autant plus importante que la charge thermique 

est importante et, chez les animaux déplétés en glucocorticoïdes, une vulnérabilité plus importante 

associée à une moindre production d’ARNm Hsp70. 

B. Protocole 

Quatre-vingt-dix-neuf rats sont randomisés dans 11 groupes dont les effectifs sont détaillés dans le 

Tableau 3 ci-dessous : 

Tableau 3 : Effectifs des groupes expérimentaux 

 Contrôle Injection Témoin 
hyperthermie 

Témoin 
CC 

Hyperthermie CC 

Polyéthylène glycol (PEG) 9 9 9 9 9 

Métyrapone 
9 

9 9 9 9 9 

Sous-total 9 18 18 18 18 18 

     Total 99 

 

Le protocole expérimental et l’exploitation des données de température sont détaillés en annexe 1 

(page 177). Le protocole comprend trois conditions d’exposition, la neutralité thermique (Ta= 22°C pour 

les groupes Contrôle, Injection, Témoin hyperthermie et Témoin coup de chaleur), l’hyperthermie 

correspondant à 60 min d’exposition à Ta=40°C ; et le CC correspondant à une exposition à Ta= 40°C 

jusqu’à ce Tre=43°C. Chacune de ces trois conditions, hormis pour le groupe Contrôle, est divisée en deux 

groupes de traitement, la métyrapone afin de réaliser la déplétion en glucocorticoïdes, et le vecteur 

polyéthylène glycol (PEG). Le déroulement de chaque journée expérimentale, incluant six animaux décalés 

d’une demi-heure, est détaillé sur le chronogramme présenté en annexe (Figure 26). 
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La contrainte thermique et la tolérance sont appréciées par la Tre et l’AUC40,4. Le stress systémique et 

l’efficacité de la déplétion pharmacologique sont jugées par la concentration sérique en glucocorticoïdes. 

La réactivité cérébrale est appréciée par l’expression des ARNm Hsp70 dans le cortex frontal. 

C. Résultats non publiés 

1. Validité de la méthode pharmacologique de déplétion 
glucocorticoïdergique 

Les animaux métyrapone présentent des concentrations de corticostérone plasmatique inférieures à 

celles des animaux PEG dans tous les groupes expérimentaux, hormis le groupe Injection. Ces 

concentrations de corticostérone plasmatique restent à des niveaux physiologiques chez les animaux 

métyrapone quel que soit le groupe expérimental. Chez les animaux PEG, les concentrations de 

corticostérone plasmatique augmentent dans tous les groupes expérimentaux, hormis le groupe Injection. 

 

Tableau 4 : Concentrations de corticostérone plasmatique dans les différents groupes expérimentaux. 

Corticostérone 
(ng.mL-1) 

Contrôle Injection Témoin 
hyperthermie

Témoin 
CC 

Hyperthermie CC 

PEG 170 ±39 494 ±84*** 369 ±69* 376 ±27** 366 ±33** 

Métyrapone 
83 ±22 

78 ±8 121 ±11+++ 130 ±21++ 86 ±14++ 105 ±17+++

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± ESM. Les analyses statistiques effectuées sont non paramétriques. 
++ P < 0,01 ; +++ P < 0,001 ; PEG vs Métyrapone (Test U de Mann-Whitney). 
* P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001 ; pour chaque traitement, comparaison de tous les groupes expérimentaux vs 
Contrôle (Test de Kruskall-Wallis). 

 

2. Analyse des variables cliniques de température 

Au cours de la période de référence, les rats métyrapone présentent des valeurs de Tre plus basses que 

celles des rats PEG. En comparaison aux valeurs de Tre de base [168], les animaux métyrapone semblent 

être en légère hypothermie et les animaux PEG en hyperthermie. 

A la fin de l’exposition à la chaleur, aucune différence de Tre n’est observée entre traitements dans les 

groupes d’Hyperthermie et de CC. En revanche, les rats métyrapone présentent toujours des valeurs de Tre 

plus basses que celles des rats PEG dans les groupes témoins. Les rats métyrapone présentent une AUC40,4 

inférieure à celle des rats PEG dans le groupe Hyperthermie mais pas dans le groupe CC. 
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Tableau 5 : Températures rectales moyennes sur les 30 min de la période de référence (Tre Ref) et sur les 30 secondes 
de la fin d’exposition à la chaleur (Tre Fin expo) et AUC40,4 chez les animaux PEG et métyrapone dans les différents 
groupes expérimentaux. 

 Témoin hyper hermiet   Témoin CC Hyperthermie CC 

PEG 38,6 ±0,1 38,6 ±0,1 38,6 ±0,2 38,8 ±0,2 
Tre Ref (°C) 

Métyrapone 36,1 ±0,3+++ 37,1 ±0,3++ 36,1 ±0,3++ 36,4 ±0,1+++

PEG 38,3 ±0,2 38,3 ±0,2 42,0 ±0,2 42,9 ±0,1 Tre Fin expo 

(°C) Métyrapone 35,8 ±0,4+++ 37,5 ±0,2+ 41,4 ±0,2 43,0 ±0,1 

PEG   26,0 ±6,0 58,5 ±5,9 AUC40,4 

(°C.min) Métyrapone   8,9 ±3,1+ 53,7 ±6,2 

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± ESM. Les analyses statistiques effectuées sont non paramétriques. 
++ P < 0,01 ; +++ P < 0,001 ; PEG vs Métyrapone (Test U de Mann-Whitney). 

 

3. Expression des ARNm Hsp70-1 et 2 

Deux heures après l’injection, les expressions d’ARNm Hsp70-1 et Hsp70-2 ne sont pas modifiées 

quelque soit le traitement. Après 90 min de mesure de température, les expressions d’ARNm Hsp70 ne 

sont toujours pas modifiées. L’expression des ARNm Hsp70-2 est cependant plus élevée chez les rats 

PEG que chez les rats métyrapone. Après une heure d’exposition à la chaleur, les expressions des ARNm 

Hsp70 sont fortement augmentées. L’expression des ARNm Hsp70 est toujours plus élevée chez les 

animaux PEG que chez les animaux métyrapone. Le CC entraîne une augmentation supplémentaire des 

expressions des ARNm Hsp70 pour les deux traitements. 

Tableau 6 : Expressions des ARNm Hsp70-1 et 2 chez les animaux PEG et métyrapone dans les groupes 
expérimentaux Contrôle, Injection, Témoin hyperthermie, Hyperthermie et CC. 

 Contrôle  
 

 CC Injection Témoin 
hyperthermie

Hyperthermie

PEG 0,006 ±0,001 0,012 ±0,004 1,564 ±0,378** 2,633 ±0,34*** Hsp70-1 

(UA) Métyrapone 
0,008 ±0,001 

0,007 ±0,001 0,005 ±0,001+ 0,634 ±0,245+ *** 2,303 ±0,189***

PEG 0,014 ±0,001 0,016 ±0,002 1,562 ±0,234** 2,773 ±0,265***Hsp70-2 

(UA) Métyrapone 
0,015 ±0,002 

0,011 ±0,001 0,010 ±0,001+ 0,665 ±0,238+ *** 2,679 ±0,330***

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± ESM. Les analyses statistiques effectuées sont non paramétriques. 
+ P < 0,05 ; PEG vs Métyrapone (Test U de Mann-Whitney). 
** P < 0,01 ; *** P < 0,001 ; pour chaque traitement, Hyperthermie vs Témoin hyperthermie et CC vs Témoin 
hyperthermie (Test U de Mann-Whitney). 
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D. Résultats complémentaires 

Ces données figurent dans un article soumis à European Journal of Pharmacology, sous le titre 

« Metyrapone induces hypothermia and blocks the stress-induced hyperthermia ». 

1. Objectifs 

En raison des effets secondaires de la métyrapone sur la thermorégulation, nous avons approfondi les 

résultats sur une partie des groupes d’animaux non exposés à la chaleur (Tableau 7) afin de préciser les 

effets secondaires de la métyrapone sur la thermorégulation et l’activation cérébrale en conditions basales 

et lors d’un stress modéré, représenté par l’insertion du thermocouple rectal. La question est de savoir si 

les animaux métyrapone sont dans le même état que les animaux PEG. (i) Les plus basses valeurs de Tre 

chez les animaux métyrapone sont-elles seulement une absence d’hyperthermie de stress ou une véritable 

hypothermie ? (ii) Si l’hypothermie et l’absence d’hyperthermie de stress sont confirmées, sont-elles 

associées à une différence d’activation cérébrale, autre marqueur de stress ? 

2. Protocole 

Tableau 7 : Nouvelle dénomination des groupes expérimentaux 

Dénomination originelle Nouvelle dénomination 

Contrôle Contrôle 

Injection PEG Inj/PEG 

Injection métyrapone Inj/Métyrapone 

Témoin hyperthermie PEG Stress/PEG 

Témoin hyperthermie métyrapone Stress/Métyrapone 

 

Nous étudions donc ici les effets de la métyrapone deux heures après l’injection (Inj/PEG et 

Inj/Métyrapone) et après 90 min de stress d’insertion du thermocouple rectal (Stress/PEG et 

Stress/Métyrapone) sur la thermorégulation et l’activation cérébrale. 

3. Résultats 

Deux heures après l’injection de métyrapone, aucune différence d’expression d’ARNm Hsp70 et c-

fos n’est observée entre les animaux contrôles, les animaux PEG (Inj/PEG) et les animaux métyrapone 

(Inj/Métyrapone). En revanche, après 90 min de stress modéré, les animaux PEG (Stress/PEG) 

présentent des expressions d’ARNm Hsp70 plus élevées que les animaux métyrapone 

(Stress/Métyrapone). Les animaux métyrapone ont des valeurs de Tre plus basses que les animaux PEG 

dès l’insertion du thermocouple et tout au long des 90 min de stress. Une nette hyperthermie est observée 

chez les animaux PEG durant les 90 min. 
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4. Conclusion 

Ces résultats suggèrent d’une part que la métyrapone n’agit pas comme un agent stressant au vue de 

l’hypothermie et de l’absence d’activation cérébrale deux heures après l’injection. D’autre part, elle semble 

réduire les réactions de stress d’hyperthermie et d’activation cérébrale, ce qui est plutôt en faveur d’une 

activité anti-dépressive. Les animaux métyrapone ne sont donc pas dans la même situation que les 

animaux PEG. 

E. Conclusion 

Cette pré-expérimentation a permis de mettre en évidence les faits suivants : 

- L’utilisation d’une mesure de Tre par thermocouple et l’usage d’une déplétion pharmacologique en 

glucocorticoïdes par injection de métyrapone permet d’obtenir un contraste avec des animaux 

stressés avec et sans glucocorticoïdes. L’injection de métyrapone deux heures avant le début de 

l’expérimentation maintient des niveaux de base de corticostérone plasmatiques pendant au moins 

quatre heures après l’injection. 

- Les deux types d’ARNm Hsp70 sont induites dès la première heure d’exposition à la chaleur et 

encore plus fortement en CC, de manière non différentielle selon le type d’Hsp70. L’évaluation de 

la cinétique d’apparition des ARNm Hsp70 doit donc se faire au cours de la première heure 

d’exposition à la chaleur.  

- La déplétion de glucocorticoïdes n’inhibe pas l’induction d’Hsp70 à la chaleur mais l’usage de 

métyrapone s’accompagne d’effets secondaires sur la Tre. Ainsi, il n’est pas possible de conclure 

quant au rôle des glucocorticoïdes sur (i) la tolérance à la chaleur faute de niveau initial équivalent 

et (ii) les différences d’induction des ARNm Hsp70 à la chaleur en raison d’un biais de 

température. Afin de palier l’hypothermie, les animaux traités en métyrapone devront être placés 

dans un environnement correspondant à la neutralité thermique (Ta=29°C) à partir de l’injection 

et jusqu’à l’exposition à la chaleur. 

- Les effets secondaires de la métyrapone sur la thermorégulation sont le fait d’une réduction de 

réactivité au stress de manipulation éventuellement associée à une hypothermie. 

F. Article soumis à European Journal of Pharmacology 
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Abstract 

 

Mechanisms through which metyrapone (a corticosterone synthesis inhibitor) acts were 

studied by mean of the hyperthermia induced by an efficient stressor, i.e. the procedure 

deployed during 90 min to measure the colonic temperature (Tco). Two hours after injection, 

no difference in brain c-fos and Hsp70 mRNAs were observed in unhandled, vehicle or 

metyrapone-treated rats. However, during stressor exposure, vehicle-treated animals exhibited 

a hyperthermia with a brain expression of Hsp70 mRNA while the metyrapone-treated ones 

exhibited a hypothermia with lower level of Hsp70 mRNA. Data reported suggest that 

metyrapone protects the animal from stress exposure, a conclusion going along with its 

antidepressant activity. 
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Introduction 

Metyrapone is a 11-β hydroxylase inhibitor capable to block the synthesis of the 

corticosterone fraction triggered by stress (Dal-Zotto et al., 2003). It has been employed to 

study the part played by glucocorticoids in the alterations related to stress (Baez and Volosin, 

1994). Part of the available data point out that metyrapone could act itself as a stressor 

(Rotllant et al., 2002) or bear an antidepressant activity (Baez and Volosin, 1994). Far from 

any stressor exposure, metyrapone activates, indeed, the hypothalamo-pituitary-adrenal 

(HPA) axis (Herman et al., 1992; Rotllant and Armario, 2005), stimulates a vasopressin 

production (Conte-Delvoix et al., 1992), decreases feeding (Kennett et al., 1985) through a 

CRF release (Jain et al., 1993) and increases glycemia (Rotllant et al., 2002; Werner, 1988). 

Lastly, it has also been reported that metyrapone could trigger the expression of Fos-like 

immunoreactivity in several brain areas involved in the stress circuitry like the hypothalamic 

paraventricular nucleus (PVN) and the amygdala (Rotllant et al., 2002). 

Presently, little is known about the influence exerted by metyrapone on 

thermoregulation and particularly on the stress-induced hyperthermia (SIH) occurring when 

an animal is challenged (Briese and Cabanac, 1991). SIH is strongly related to stress since, 

when it occurs, a high plasma corticosterone level is present (Veening et al., 2004) together 

with an enhanced locomotor activity (Morimoto et al., 1992) and an autonomic activation 

including hypertension and tachycardia (Morimoto et al., 1992). SIH is triggered by brain 

release of CRF since (i) an icv administration of α-helical CRF (9-41, a CRF antagonist) 

blocks all the signs of stress (Morimoto et al., 1992), while (ii) injections of CRF in the 

medial preoptic area (MPOA) or in the dorsomedial hypothalamic nucleus (DMH) mimic SIH 

(Cerri and Morrison, 2006). Since metyrapone favors CRF expression, even far from stressor 

exposure (Herman et al., 1992; Rotllant et al., 2002), it would produce a basal hyperthermia. 

However, in quiet conditions, metyrapone decreases thermogenesis and induces an 
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hypothermia in guinea pig (Werner, 1988), but does not modify the body core temperature in 

mice (Pryce et al., 2003). 

In the present study we thus evaluate the thermophysiological state of metyrapone-

treated rats placed first in quiet conditions and then after submitted to a stressor like the 

procedure for the colonic temperature (Tco) measurement using thermocouples (Gordon, 

1990). 
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Materials and methods 

Forty-five male Sprague-Dawley rats (Iffa Credo, Les Oncins, France) weighing 270-

350g were used. They were housed in a climatic chamber with ambient temperature (Ta) set at 

22±1°C, relative humidity at 50±10% and 12-12h light-dark cycle with the light on at 07:00 

a.m.. The rats were allowed to adapt to the laboratory conditions for at least 7 days before 

experiments. During this period, food and water were available ad libitum and the animals 

were weighed five days a week. All experimental procedures were declared conform to ethic 

as certified by the committee of the CRSSA (Centre de Recherches du Service de Santé des 

Armées). 

The 2-Methyl-1,2-di(pyridine-3-yl)propan-1-one (metyrapone; Sigma, Saint Quentin, 

France) was administered sub-cutaneously (s.c.) at the dose of 150 mg.kg-1 capable to block 

efficiently the stress-induced rise in corticosterone (Haleem et al., 1988). Metyrapone was 

freshly dissolved in a solution of 40% polyethylene glycol diluted in sterile saline (PEG; 

Sigma, Saint Quentin, France) and given under a volume of 1.5 ml per rat. Vehicle-treated 

rats received s.c. the same volume of PEG solution. 

In a first experiment, the biological status of the quiet rats was analyzed two hours after 

administration of PEG or metyrapone. In this respect 3 groups were used: a control group of 9 

animals remaining unhandled in their home cage throughout the entire investigation; two 

other groups of rats receiving a single injection of PEG or of metyrapone and remaining 

unhandled during two hours (Inj/PEG and Inj/Metyrapone, n = 9 in each group). All animals 

were sacrificed at the end of this period.  

In a second investigation, rats received their treatment in the previous conditions, but 

were thereafter exposed to stress during 90 min (Stress/PEG and Stress/Metyrapone, n = 9 in 

each group). They were equipped with two thermocouples, the first was inserted into the 

rectum at 6-7 cm from the anal margin to measure the colonic temperature (Tco) while the 

other was stuck with an adhesive tape on the upper part of the tail root to measure skin 
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temperature (Ttail). Finally, a third thermocouple was used to measure Ta inside of the home 

cage. The rats of the experimental groups were sacrificed at the end of the stress period. 

Control rats were sacrificed at various time of the investigation between 08:00 and 11:00 

a.m.. The sacrifice was done under deep halothane anesthesia (4% into 100% O2, Laboratoire 

Belmont, Paris, France). Blood was taken by intra-cardiac puncture and put into heparinized 

tubes. The plasma was isolated by centrifugation (4500g for 7 min), then stored at –80°C. The 

brain was dissected on an ice bed. A sample of frontal cortex was taken and put in 500 µl of 

RNALater (Ambion, Europe). It was maintained at 4°C during 24 hours, then stored at –20°C. 

The Tco, Ttail and Ta were measured every five seconds. Heat loss index (HLI) was 

calculated for each five-second epoch according to the formula HLI=(Ttail-Ta)/(Tco-Ta) 

(Romanovsky et al., 1998). The variables were averaged over 1 minute epochs for the first 5 

minutes and over each one of the six 15-min epochs of the stress period. 

Plasma corticosterone was assayed using a specific radioimmuno-assay kit (ICN 

Biomedicals, France). Plasma glucose and total protein were assayed with an Hitachi 912 

Analyzer (Roche Diagnostics, Meylan, France) using enzymatic colorimetric and colorimetric 

methods respectively with RocheTM reagents (Roche Diagnostics, Meylan, France). All 

dosages were practiced according to the manufacturer’s instructions. 

Frontal cortex samples were homogenized (200 mg.mL-1, 30 Hz, 2 min; 2 tungsten 2 mm 

carbide beads) with a Mixer Mill MM300 (Rescht, Haan, Germany) in lysis buffer (buffer 

RLT, Qiagen, Courtaboeuf, France). The lysates were stored at –80°C until mRNA extraction. 

Messenger RNA was extracted from 8 mg of lyzed tissue in a 50 µl final volume using 

MagNA Pure LC instrument (MagNA Pure LC mRNA isolation kit II ; Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany). Reverse transcription was immediately performed using the 

Reverse Transcription Core Kit (Eurogentec, Seraing, Belgium). Reaction was carried out 

from 4 µL of mRNA (0.6 mg of tissue) with 50 µM Oligo d(T)15 primer and RNase inhibitor 

(2 UI) according to the manufacturer’s instructions. The cDNA was stored at –80°C until use. 
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Primer design, optimization and specificity checking were led as described previously 

(Peinnequin et al., 2004). Oligonucleotide primers were synthesized at Eurogentec (Saraing, 

Belgium). Selected forward (F) and reverse (R) primers are the following: c-fos F: 5'- 

CGGAGAATCCGAAGGGAAAG -3', R: 5'- TGGCAATCTCGGTCTGCAAC -3' generating 

a 136 bp DNA fragment (GenBank accession no. NM_022197), Heat Shock Protein 70-1 

(HSP70-1) F: 5’-ACCATCGAGGAGGTGGATTAGAGG-3', R: 5’-

ACCAGCAGCCATCAAGAGTCTGTC-3’ generating a 77 base pairs (bp) DNA fragment 

(GenBank accession no. X77207), Heat Shock Protein 70-2 (HSP70-2) F: 5’- 

TTTCCTTGCATGGTGGCTCAC -3’, R: 5’-TTCACACACTGGGGAACAAGTGC-3’ 

generating a 95 bp DNA fragment (GenBank accession no. X77208), Cyclophilin A (CycA) 

F: 5’-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3’, R 5’-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-

3’ generating a 127 bp DNA fragment (GenBank accession no. NM_017101), Hypoxanthine 

guanine phosphorybosyl transferase (HPRT) F: 5’-

CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC-3’, R: 5’-

GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC-3’ generating a 123 bp DNA fragment (GenBank 

accession no. NM_012583). 

PCR was carried out with Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green kit (Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany) using 0.25 µL of cDNA (15 µg of tissue), in a 20 µL 

final volume, 4 mM MgCl2 and 0.4 µM of each primer (final concentration). Quantitative 

PCRs were performed using LightCycler (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) for 

50 cycles of 95°C for 20 s , 57°C (c-fos), 58°C (CycA), 60°C (HSP70-2, HPRT), 62°C 

(HSP70-1), for 5 s and a final step of 8 s at 72°C. Amplification specificity was checked using 

melting curve following the manufacturer’s instructions. Crossing point (Cp) values were 

calculated from Light Cycler Software v.3.5 (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

using the second derivative maximum method. Quantification was achieved using a pool of 

cDNA samples as calibrator (Peinnequin et al., 2004) according to the comparative threshold 
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cycle method (Livak and Schmittgen, 2001). Relative mRNA values were calculated with 

RelQuant software (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Normalization was 

performed by geometric averaging of two internal control genes (CycA and HPRT) 

(Vandesompele et al., 2002). The validity of internal genes was checked a posteriori in our 

own investigation. The CycA and HPRT genes were not affected by the treatment nor by 

stress. 

Statistical analysis was achieved using non parametric methods. Differences among 

groups were assessed using Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests. Time courses were 

analyzed using Friedman test. The significance level was set at p<0.05. Data are presented as 

means ± standard error of the mean (SEM). 
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Results 

In the first investigation (Table 1), no difference was observed in plasma corticosterone 

concentration among groups. Proteins were high in the rats receiving injection of either PEG 

or metyrapone (p<0.001 with Inj/PEG vs Control, p<0.001 and Inj/Metyrapone vs Control, 

p<0.01). Glucose was found high only in metyrapone-treated rats (p<0.01 with 

Inj/Metyrapone vs Control, p<0.01). No difference among groups were observed in brain 

mRNA expressions. 

In the second investigation (Table 1), corticosterone was higher in Stress/PEG than in 

Stress/Metyrapone (p<0.001). Protein concentrations were similar in both groups, but glucose 

was higher in Stress/Metyrapone rats compared to Stress/PEG rats (p<0.001). Except c-fos, 

expressions of Hsp70-1 (p<0.05) and Hsp70-2 (p<0.05) mRNAs were higher in Stress/PEG 

than in Stress/Metyrapone rats. 

The Tco was lower in Stress/Metyrapone rats than in Stress/PEG rats as soon as the first 

min (Fig 1, p<0.001) and throughout the 90-min of the stress procedure (p<0.001 for all Tco 

values). During the first 5 min, Tco increased in Stress/PEG (p<0.001) and Stress/Metyrapone 

rats (p<0.05), but the hyperthermia was observed on the entire 90-min period only in 

stress/PEG rats (Stress/PEG: p<0.001). No difference in Ttail and HLI was observed between 

groups throughout the considered periods. The Ttail decreased during the first 5 min of the 

procedure (p<0.001 for both groups) but it remained steady thereafter (Stress/PEG: p<0.01 

and Stress/Metyrapone: p<0.001). The HLI time course was similar to that of Ttail (data not 

shown). 
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Discussion 

The rats treated with metyrapone were hypothermic and did not exhibit a SIH when 

challenged by a long lasting Tco measurement. The hypothermia observed seems to be 

congruent to that observed in guinea pig (Werner, 1988). It could be explained by a reduced 

heat production since it occurs at thermoneutrality while O2 consumption decreases (Werner, 

1988). Any extra reaction related to the tail insulation occurred in metyrapone rats since HLI 

and Ttail were similar in both groups. Metyrapone-induced hypothermia could thus result from 

regulatory processes reflecting a diminished heat production. When the hypothermia was 

observed, the animals were in a quiet condition: (i) brain c-fos mRNA expression was low, 

suggesting a lack of brain activation within the last hour (Cullinan et al., 1995), (ii) an 

hyperglycemia (Rotllant et al., 2002; Werner, 1988) probably linked to a decreased 

consumption of glucose (Parthasarathy et al., 2002). Thus, the initial hypothermia that may 

occur in quiet animals, suggests that metyrapone does not act as a stressor. 

Within the few minutes occurring after insertion of the thermocouple, Tco increased and 

Ttail decreased in PEG rats, both featuring SIH (Briese and Cabanac, 1991). However, SIH 

was blunted in metyrapone rats whereas they had probably perceived the challenge: Tco 

increased very slightly during the first five minutes while Ttail decreased. Moreover, Ttail 

decrease was similar in both treatment groups, suggesting a same level of sympathetic 

activation. The SIH could have been blocked at two levels: (i) in periphery where the animals 

could not stimulate their thermogenesis as suggested by the poor increase existing in Tco 

increase and the initial hypothermia; (ii) in brain where a lesser activation was observed in the 

expression of Hsp70 mRNAs in metyrapone rats versus PEG ones. Acute stress can indeed 

induce an immediate (Fleshner et al., 2004) or a delayed (6 h later) (Fukudo et al., 1997) 

Hsp70 mRNA increase. This suggests that metyrapone rats are less reactive to stress 

exposure, a conclusion going along with its antidepressant activity (Baez and Volosin, 1994). 
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Legends: 

 

Table 1 

Plasma corticosterone (ng.ml-1), protein (g.l-1), glucose (mmol.l-1) concentrations and 

brain relative quantity of Hsp70-1, Hsp70-2 and c-fos mRNA expressions (x 100, AU). For 

all groups, n=9. Comparisons are done using Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests in the 

first and the second investigation respectively. Results are done as *: p<0.05, **: p<0.01 and 

***: p<0.001. Data are expressed as means±SEM. 

 

 

Figure 1. 

Time course values of Tco (A) and Ttail (B) during the first five-min stress period (left) 

and during the entire stress exposure duration (right) in Stress/PEG ( , n=9) and 

Stress/Metyrapone rats ( , n=9). Comparisons between groups are done using Mann-

Whitney tests. Results are expressed with ***: p<0.001. Values are plotted as means±SEM. 
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1 Table 1 

 

 1st investigation 2nd investigation 

 Control Inj/PEG Inj/Metyrapone Stress/PEG Stress/Metyrapone

Corticosterone 83±22 170±39 78±8 494±84 121±11 *** 

Glucose 11.1±1.1 11.9±0.6 16.5±2.1 ** 10.9±0.5 17.3±1.1 *** 

Proteins 51.3±0.6 58.5±0.9 57.8±1.1 *** 58.1±1.0 59.5±1.4 

c-fos 83.47±10.03 79.00±09.38 134.80±24.63 132.79±21.65 92.70±11.45 

Hsp70-1 0.76±0.13 0.59±0.08 0.67±0.15 1.18±0.42 0.47±0.08 * 

Hsp70-2 1.50±0.22 1.37±0.14 1.13±0.13 1.62±0.24 0.99±0.11 * 
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I. Expérimentation 1 : métyrapone et tolérance à la 
chaleur 

Cette expérimentation a été publiée dans Brain Research [331], sous le titre « Effect of 

glucocorticoid depletion on heat-induced Hsp70, IL-1β and TNF-α gene expression ». 

A. Objectifs et hypothèses 

Les objectifs de cette expérimentation sont (i) d’évaluer la cinétique d’apparition des ARNm Hsp70 

au cours des premières phases d’exposition à la chaleur, donc dans la première heure ; (ii) d’évaluer l’effet 

de la déplétion des glucocorticoïdes sur la tolérance à la chaleur et la cinétique d’apparition des ARNm ; 

(iii) de déterminer le tableau d’une intolérance à la chaleur définie selon les critères d’Hubbard ; (iv) 

d’évaluer la relation entre l’expression des ARNm d’Hsp70-1 et Hsp-2 et la tolérance à la chaleur. 

B. Protocole 

Le protocole précis de l’expérimentation, le chronogramme et les méthodes de calcul utilisées sont 

précisés en annexe 2 (page 181). Brièvement, deux heures avant l’exposition à la chaleur, les animaux 

reçoivent une injection de métyrapone ou de solvant PEG. Les animaux traités en métyrapone sont laissés 

dans un environnement de neutralité thermique (Ta=29°C) pour supprimer l’hypothermie 

pharmacologique. Ils sont ensuite exposés à la chaleur pour des durées croissantes de 15, 30, 45 ou 60 min 

selon le groupe expérimental. A la fin de l’exposition, les animaux sont sacrifiés et tous les prélèvements 

sont effectués. 

A posteriori, les animaux sont redistribués selon la charge thermique (AUC40,4), définie par Hubbard. 

Quatre nouveaux groupes sont ainsi formés sur la base du risque vital. Le groupe Contrôle comprend les 

rats ne subissant aucun stress. Le groupe HL1 regroupe les rats avec une charge thermique nulle, mais 

ayant subis le stress de l’injection ou le stress de l’injection et du thermocouple. Le groupe HL2 comprend 

les animaux avec une charge thermique modérée selon les critères de Hubbard (AUC40.4<20°Cmin). Le 

groupe HL3 regroupe les rats présentant une charge thermique intense avec risque létal (AUC40.4>20°min). 

La tolérance à la chaleur est évaluée au travers des réponses physiologiques par la Tre, le niveau de 

lactate plasmatique et l’hématocrite, et des réponses cérébrales analysées dans le cortex frontal par 

l’expression des ARNm Hsp70, IL-1β et TNF-α. 

C. Résultats 

Lors d’une hyperthermie sévère (AUC40.4>20°min), les animaux PEG souffrent de déshydratation et 

de déséquilibre métabolique au niveau systémique. Au niveau du cortex cérébral, l’activation d’un 

processus inflammatoire local est sous-tendue par l’augmentation de la transcription des ARNm IL-1β. 
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Cette activation témoignerait de l’apparition d’activateurs communs à l’induction des ARNm Hsp70, 

expliquant ainsi la perte de corrélation observée entre l’expression d’ARNm Hsp70 et la charge thermique. 

Lorsqu’une déplétion en glucocorticoïdes est ajoutée à cette hyperthermie sévère, on retrouve le 

même état de déshydratation et de déséquilibre métabolique systémique et la même augmentation des 

ARNm Hsp70 et IL-1β dans le cortex frontal que chez les animaux PEG. En revanche, l’activation pro-

inflammatoire cérébrale semble être plus avancée en raison de l’apparition d’ARNm TNF-α. On peut 

donc suspecter un effet inhibiteur des glucocorticoïdes sur la production d’ARNm TNF-α. 

Les critères de charge thermique calculée à partir de l’AUC40,4 développés par Hubbard se révèlent 

opérationnels dans nos conditions expérimentales. Le seuil de 20°C.min permet de distinguer les animaux 

dans un état encore physiologique, régulé, en deçà de ce seuil, des animaux ayant basculés dans un état 

pathologique avec un risque de létalité, au-delà de ce seuil. 

D. Résultats complémentaires non publiés 

La relation entre l’expression des ARNm Hsp70 et la valeur de Tre de fin d’exposition est caractérisée 

par des courbes exponentielles (PEG: Hsp70-1: y=10-31e1,7286x avec r²=0,93; Hsp70-2: y=4x10-27e1,4776x 

avec r²=0,92; Métyrapone: Hsp70-1: y=10-25e1,3853x avec r²=0,88; Hsp70-2: y=10-20e1,1079x avec r²=0,83). De 

ces équations sont calculées les valeurs minimales de Tre pour lesquelles les ARNm Hsp70 commencent à 

augmenter (PEG : Hsp70-1 : 39,2°C ; Hsp70-2 : 39,1°C ; Métyrapone : Hsp70-1 et Hsp70-2 : 38,9°C). 
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Figure 22 : Relation entre l’expression des ARNm Hsp70-1 et 2 et la Tre finale dans les 
différents groupes de durée d’exposition à la chaleur (H0, H15, H30, H45 et H60, dont les durées 
d’exposition à la chaleur sont respectivement 0, 15, 30, 45 et 60 min) chez les animaux PEG et 
chez les animaux métyrapone. 
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E. Conclusion 

Cette expérimentation permet de proposer les conclusions suivantes : 

- La cinétique d’apparition des ARNm d’Hsp70 montre que les animaux les plus gravement atteints 

sont ceux ayant eu la réaction la plus intense, avec le coût allostasique que cela suppose. A 

l’origine pensée comme un indice de tolérance à la chaleur, l’induction des ARNm Hsp70 doit 

être considérée comme un marqueur de l’agression cellulaire. Elle représente la réactivité cellulaire 

face à l’agression infligée. La disparition de corrélation entre ARNm Hsp70 et charge thermique 

dans les groupes à risque de mortalité laisse à penser qu’un facteur supplémentaire intervient 

lorsque le risque vital apparaît. 

- La déplétion de glucocorticoïdes ne modifie ni les réponses physiologiques, ni l’expression des 

ARNm Hsp70, mais est associée à une réaction pro-inflammatoire plus importante. Ceci suggère 

une moindre tolérance à la chaleur et un risque lésionnel plus important. La déplétion en 

glucocorticoïdes semble être responsable d’une vulnérabilité plus importante à la chaleur non pas 

par une interaction avec l’induction des ARNm Hsp70 mais plutôt par une interaction avec les 

processus inflammatoires locaux. 

- L’apparition d’un risque létal est liée à l’émergence d’un syndrome inflammatoire et d’un 

déséquilibre métabolique précoce survenant à un moment où la notion de CC ne peut être 

évoquée. Ce syndrome inflammatoire apparaît dans le tissu cérébral au sens large et n’est donc pas 

le reflet d’un envahissement du cerveau par les cytokines venant de la périphérie. 

F. Perspectives 

Le blocage pharmacologique de la réactivité de l’axe HPA ne permet pas de juger véritablement du 

rôle naturalistique que jouent les variations d’activation de l’axe HPA dans l’émergence d’une intolérance à 

la chaleur. En d’autres termes, la relation entre stress et tolérance ne peut être analysée. 

Afin de mieux cerner les mécanismes impliqués dans la vulnérabilité à la chaleur, la réponse de stress 

systémique (activation de l’axe HPA) et la réponse cérébrale (activation cellulaire, agression cellulaire et 

activation inflammatoire) doivent être plus amplement étudiées chez des animaux exposés en libre cours à 

Ta=40°C pendant 90 min, sans traitement pharmacologique.  

G. Article Brain Research 
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1. Introduction

Heat exposure may provoke pathological reactions depending
on the heat intensity and the exposure duration. Heat tolerance
is defined as the ability of animals to cope with heat stress
withoutmajorbiological disturbances (Blighand Johnson, 1973).
It could correspond to the heat exposure duration duringwhich
the animals remain under physiological conditions. Impair-
ment of the heat tolerance was shown to be related to the
occurrence of death within 24 h following cessation of the heat
exposure (Hubbard et al., 1977). The strain of heat exposure,
related to the timespent at ahighbodycore temperature (Tco), is
represented by heat load, defined as the area located under the
Tco time course curve (AUC) and expressed in degree minute
(°C min). The risk of death occurrence within 24 h was previous
shown to be related to heat load level above a threshold
(AUCthreshold) set at Tco=40.4 °C. The resting rats experiencing
heat load exceeding 20 °C min over that threshold (AUC40.4)
exhibit a risk of heat-induced death and thus are assumed to be
severely heat-stressed (Hubbard et al., 1977). Large individual
variation in heat coping is commonly observed in conscious
heat-exposed rats (Ohara et al., 1975; Wright et al., 1977). Tco
increases either steadily with one (type I) or two subsequent
rising slopes (type II), or follows a triphasic time course (type III).
The latter pattern is constituted with an initial Tco rise followed
by a plateau of varied duration and level, ending in a final pre-
lethal Tco rise (Ohara et al., 1975; Wright et al., 1977). Such
variability in responses to heat stress suggests that environ-
mental conditions do not represent the sole factor in the
induction of heat disorders.

The mechanisms underlying heat tolerance in conscious
and naive animals still remain largely unexplored; specifically,
the role of glucocorticoids in heat tolerance remains to be
investigated. In heat-shocked anaesthetized rats, glucocorti-
coids have been regarded as neuroprotective. Liu et al. (2000)
demonstrated that dexamethasone reduces the cerebral ische-
mia following cardiovascular and neuronal damages, whereas,
adrenalectomy decreases the survival time and impairs the
physiological reactions toextremeheat stress. Themechanisms
bywhichglucocorticoidsmaybe involved inheat tolerancemay
be related to their anti-inflammatory properties (Barnes, 1998;
Smoak andCidlowski, 2004). In heatstroked rats, IL-1β andTNF-
α proteins increase in the brain and blood (Leon et al., 2006; Lin
et al., 1995) and dexamethasone treatment limits this reaction,
at least for blood IL-1β, and improves survival time (Liu et al.,
2000). Consequently, low levels of blood glucocorticoids may
enhance inflammatory reactions and limit heat tolerance.
However, the nature of the relationship between early inflam-
matory responses featured by cytokine mRNA expression,
glucocorticoid secretion and heat tolerance remains to be
investigated. It might also be argued that heat shock proteins
70 (Hsp70) thought to be tissue protection-inducers (Kiang and
Tsokos, 1998; Kregel, 2002) may be protective against heat
aggression. Severe heatstroked patients exhibit lower plasma
Hsp70 protein content (Wang et al., 2001). Moreover, Hsp70
proteins improve physiological function and limit heat-induced
damages (Lee et al., 2006; Wang et al., 2005; Yang et al., 1998),
whereas in situmicroinjections of anti-Hsp70 antiserum reverse
cardiovascular protection (Li et al., 2005, 2001). However, the
neuroprotective effect has been reported in case of overexpres-
sion of Hsp70 protein (Lee et al., 2006) or after pre-induction of
Hsp70proteinbyheat shock (Wanget al., 2005; Yanget al., 1998),
chemical stress (Yang et al., 1998), or exercise (Hung et al., 2005).
Less is known about naive heat-exposed animals. Hsp70-
induced neuroprotection may be delayed since brain Hsp70
mRNA are present only after 35 min of heat exposure (Blake et
al., 1990; Maroni et al., 2003), and proteins are not detected until
4 h after heat exposure (Maroni et al., 2003; Westman and
Sharma, 1998). Insufficient or delayed Hsp70 mRNA production
in the early phase ofheat exposuremaydecreaseheat tolerance
through an impairment of the physiological function. Further-
more, glucocorticoids may also modify Hsp70 expression.
Adrenalectomy blocks Hsp70 protein expression in the brain
after exposure of rats to cats (Fleshner et al., 2004) and
dexamethasone treatment, which reduces corticosterone
level, also attenuates the adrenal Hsp70 mRNA expression
after restraint stress (Udelsman et al., 1994).

In the present investigation, we studied the early heat-
induced physiological and brain responses in naive rats
according to the level of experienced heat load, and analyzed
the role of glucocorticoid depletion on these responses.
Different groups of animals were exposed to diverse heat
exposure durations (0, 15, 30, 45, and 60min) in order to obtain
different heat load values at the end of the heat exposure.
Afterwards, according to their heat load value, the animals
were redistributed into three groups: no heat exposure (HL1),
heat exposure with moderate heat load (without any lethal
risk, HL2) and heat exposure with intense heat load (with
lethal risk, HL3). The physiological responses of the animals
were analyzed through Tco level, blood lactate concentration,
and hematocrit. The early brain responses were studied
through the expression of Hsp70 and cytokine mRNA in the
cerebral cortex. The deficiency in glucocorticoid secretion was
mimicked by using metyrapone, an inhibitor of 11β-hydro-
xylase that blocks the production of corticosterone (Jenkins et
al., 1958). The role of glucocorticoid depletion was analyzed by
comparisons between metyrapone- and vehicle-treated rats.
2. Results

2.1. Effects of treatments on the heat load groups and the
linked variables

Metyrapone and PEG rats were similarly distributed consider-
ing heat load groups (Table 1; χ2=1.34, p=0.25). Ref-Tco values
were lower (HL2 and HL3, pb0.001), and Tco variations greater
(HL2, pb0.05 and HL3, pb0.001) in Metyrapone rats than in PEG
rats. No difference was observed in End-Tco, heat exposure
duration andAUC40.4 values betweenMetyrapone and PEG rats
in the HL2 and HL3 groups (Table 1).

2.2. Effects of heat load on peripheral and brain responses

In PEG rats, differences among heat load groupswere observed
for corticosterone (pb0.001), hematocrit (pb0.001), glucose
(pb0.05), lactate (pb0.001), Hsp70-1 (pb0.001), Hsp70-2
(pb0.001) IL-1β (pb0.01) and TNF-α (pb0.01). In Metyrapone
rats, differences were observed in corticosterone (pb0.001),
hematocrit (pb0.05), glucose (pb0.001), lactate (pb0.001),



Table 1 – Values of End-Tco, Tco variation, heat exposure
duration and AUC40.4 in HL2 and HL3 groups

HL2 HL3

PEG Metyrapone PEG Metyrapone

N 19 22 9 5
Ref-Tco (°C) 38.5±0.1 37.7±0.1⁎⁎⁎ 38.5±0.1 37.8±0.1⁎⁎⁎
End-Tco (°C) 40.3±0.2 40.2±0.2 42.1±0.1 42.3±0.1
Tco variation
(°C)

1.6±0.2 2.5±0.3⁎ 3.4±0.1 4.4±0.1⁎⁎⁎

Heat exposure
duration (min)

25±2.7 29±3.2 52±2.2 53±2.6

AUC40.4

(°C min)
2.3±0.8 2.5±0.9 28.5±2.6 28.9±2.3

Values are expressed as the mean±SEM. Comparisons were done
using ANOVA and the significant difference between treatment
groups is noted as ⁎pb0.05; ⁎⁎⁎pb0.001.
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Hsp70-1 (pb0.001), Hsp70-2 (pb0.001) IL-1β (pb0.001) and
TNF-α (pb0.01).

TheHL1 rats exhibited similarhematocrit andplasma lactate
levels than the control animals (Figs. 1B and D). Plasma
corticosterone concentration was increased after treatment
injection (Fig. 1A, PEG: pb0.001 with Control vs. HL1, pb0.001;
Metyrapone: pb0.05 with Control vs. HL1, pb0.001). Glycemia
was increasedonly inHL1Metyrapone rats (Fig. 1C,pb0.001with
Control vs. HL1, pb0.001). The HL1 rats exhibited similar mRNA
expressions than the control rats, except for TNF-α, which was
decreased in PEG rats (Fig. 2D, pb0.01 with Control vs. HL1,
pb0.01).

The HL2 rats exhibited the same hematocrit and plasma
glucose and lactate levels than the pair-treated HL1 animals
(Figs. 1B–D). Plasma corticosterone was further increased only
in PEG rats (Fig. 1A, pb0.001 with HL2 vs. HL1, pb0.001). The HL2
rats exhibited similarmRNA expressions than the pair-treated
HL1 rats (Fig. 2).

The characteristics of HL3 rats differed from the HL1
animals. The HL3 rats were dehydrated, as suggested by
higher hematocrit values (Fig. 1B, PEG: pb0.001 with HL3 vs.
HL1, pb0.001; Metyrapone: pb0.05 with HL3 vs. HL1, pb0.05).
They also showed evidence of metabolic imbalance character-
ized by an increase in plasma lactate concentration (Fig. 1D,
PEG: pb0.001 with HL3 vs. HL1, pb0.001; Metyrapone: pb0.001
with HL3 vs. HL1, pb0.001) and a decrease in glycemia in the
Metyrapone rats (Fig. 1C, Metyrapone: pb0.001 with HL3 vs.
HL1, pb0.01). As compared to HL1 rats, HL3 animals exhibited
higher levels in Hsp70-1, Hsp70-2 mRNA (Figs. 2A and B, for
mRNA expression; PEG: pb0.001 with HL3 vs. HL1, pb0.001;
Metyrapone: pb0.001 with HL3 vs. HL1, pb0.001) and IL-1β
mRNA expressions (Fig. 2C, PEG: pb0.01 with HL3 vs. HL1,
pb0.01; Metyrapone: pb0.001 with HL3 vs. HL1, pb0.001). Brain
TNF-α mRNA was increased in the HL3 condition only in
Metyrapone rats (Fig. 2D, pb0.01 with HL3 vs. HL1, pb0.01).

2.3. Effects of treatments on peripheral and brain
responses in each HL group

In HL1 groups, Metyrapone rats exhibited lower plasma
corticosterone levels (Fig. 1A, pb0.01) and hematocrit (Fig. 1B,
pb0.05), higher glycemia (Fig. 1C, pb0.001), but similar plasma
lactate levels (Fig. 1D) compared with the PEG rats. No
treatment difference was observed in any mRNA expression
(Fig. 2).

In HL2 groups, Metyrapone rats exhibited lower plasma
corticosterone levels (pb0.001), higher glycemia (pb0.001), but
similar hematocrit and plasma lactate levels than PEG rats. No
treatment difference was observed in any mRNA expression.
The Hsp70 mRNA expression was related to AUC40.4 levels in
PEG (Hsp70-1: r2=0.90, pb0.001 and Hsp70-2: r2=0.83, pb0.001)
and Metyrapone rats (Hsp70-1: r2=0.77, pb0.001 and Hsp70-2:
r2=0.87, pb0.001).

In HL3 groups, Metyrapone rats exhibited lower plasma
corticosterone levels (pb0.001) and hematocrit (pb0.01), higher
glycemia (pb0.05), but similar plasma lactate levels than PEG
rats. Brain TNF-αmRNA expression was higher in Metyrapone
rats than in PEG rats (pb0.05), whereas other mRNA expres-
sions were similar in both groups. No relationship was found
between brain Hsp70 mRNA expression and AUC40.4 in HL3
groups, with an exception for Hsp70-2 in PEG rats (r2=0.63,
pb0.05).
3. Discussion

The major findings of this study are that rats with an
intense heat load exhibited a metabolic imbalance, a high
expression of brain Hsp70 mRNA and an inflammation. The
glucocorticoid depletion did not modify Hsp70 mRNA ex-
pression but was associated with an increase in cytokine
mRNA expression.

The Hsp70 mRNA expression can be considered as an early
marker of cell reactivity to heat as it increases after a short
heat exposure duration (Blake et al., 1990). During the shorter
heat exposure durations, Hsp70 mRNA induction appeared to
be directly driven by both local temperature and heat exposure
duration since it was highly correlated to the heat load in HL2
PEG rats. This is in agreement with studies that link Hsp70
mRNA level to Tco and heat exposure duration (Blake et al.,
1990) and consider heat as the main trigger of Hsp70 (Kregel,
2002). However, this relationship disappeared in the more
severely heated animals, i.e. HL3 PEG rats. They exhibited a
large increase in Hsp70mRNA expression in the frontal cortex,
which was not correlated to the heat load. This suggests that
other factors may have triggered Hsp70 induction: (i) the
metabolic imbalance (Kregel, 2002) revealed by lactate accu-
mulation in blood (Zurovski et al., 1991) and (ii) the factors
triggering local inflammation featured by the elevated IL-1β
mRNA expression (Kregel, 2002). Therefore, the level of Hsp70
mRNA and its lack of relation with heat can be considered as a
biomarker of injury in brain cells. However, this early reaction
did not allow prediction of the final neuroprotection level,
which depends on the Hsp70 proteins, which appear several
hours afterwards (Maroni et al., 2003; Westman and Sharma,
1998). The time gap between cell aggression, inducing Hsp70
mRNA expression, and cell protection, due to Hsp70 protein
expression, is at risk for heat survival.

The role of glucocorticoidswas analyzed in theMetyrapone
rats. The exposure to stressors, such as handling, injections,
Tco measurement (Briese and De Quijada, 1970) and heat
exposure (Djordjevic et al., 2003; Leon et al., 2006), are known



Fig. 1 – Plasma corticosterone concentrations (A), hematocrit (B), glycemia (C) and lactatemia (D) in non-treated (Control, ),
PEG (□) and Metyrapone (▪) rats in HL1, HL2 and HL3 groups. Values are expressed as means±SEM. Comparisons between
Control and heat load groups under the same treatment were done using a one-factor ANOVA followed by Dunnett's post-hoc
test. The significant difference from HL1 PEG is noted as, °°p<0.01; °°°: p<0.001; and from HL1 Metyrapone, ⋅p<0.05; ⋅⋅p<0.01;
⋅⋅⋅p<0.001. Comparisons between treatment groups were done using a one-factor ANOVA and the significant difference is
noted as, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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to induce high blood glucocorticoid levels. Such a result was
observed in PEG rats of our investigation, but not in
Metyrapone rats, in which plasma corticosterone level was
limited to 100 ng mL−1. However, metyrapone provokes also
hyperglycemia (our results and those of Rotllant et al., 2002;
Werner, 1988) and hypothermia. The latter, only observed in
guinea pig (Werner, 1988), was partially blunted by exposing
the rats at thermal neutrality. The lower Ref-Tco suggests that
metyraponemay interact with thermoregulation processes, at
least in thermal neutrality condition. Conversely, metyrapone
and PEG rats may have shared almost the same physiological
and cerebral responses in heat conditions. They showed: (i)
similar End-Tco and AUC40.4, similar heat exposure duration
and similar distribution in HL2 and HL3 risk groups. These
results suggest that the thermal aggression to the organism
was nearly the same between PEG and Metyrapone rats.
However, Metyrapone rats exhibited a greater Tco variation.
This could be explained either by true differences in thermo-
physiological responses to heat stress or by the lower Ref-Tco

values generating an increased thermal gradient between the
animals and the environment; (ii) similar blood lactate
accumulation level in each HL2 and HL3 groups; and (iii)
similar brain IL-1β mRNA expression level in HL2 and HL3
groups. The TNF-α mRNA expression was, however, higher in
Metyrapone than in PEG rats in the HL3 group. This may
suggest that HL3 Metyrapone rats were in a more advanced
stage of the brain inflammatory process. This effect of
metyrapone agrees with reports suggesting that glucocorti-
coids regulate the inflammatory response (Barnes, 1998;
Smoak and Cidlowski, 2004) and inhibit the synthesis and
release of cytokines (Cato and Wade, 1996). Glucocorticoids
inhibit TNF-α mRNA expression through the inhibition of
transcriptional mechanisms (Almawi andMelemedjian, 2002).
It may involve the glucocorticoid GR receptors since (i) the
complex glucocorticoid GR receptor blocks the expression of
TNF-α through the inhibition of transcriptional factors such as
activator protein-1 or nuclear factor-κB (Almawi and Mele-
medjian, 2002; Barnes, 1998; Crinelli et al., 2000). This factor
binds on specific sites of the TNF-α promoter to enhance its
expression (Guha et al., 2000; Pope et al., 2000); (ii) our



Fig. 2 – Relative quantity of Hsp70-1 (A), Hsp70-2 (B), IL-1β (C) and TNF-α (D)mRNA expressions in frontal cortex of non-treated
(Control, ), PEG (□) and Metyrapone (▪) rats in HL1, HL2 and HL3 groups. Values are expressed as means±SEM. Comparisons
between Control and heat load groups under the same treatment were done using a one-factor ANOVA followed by Dunnett's
post-hoc test. The significant difference from HL1 PEG is noted as, °°p<0.01; °°°p<0.001; and from HL1 Metyrapone,⋅p<0.01;
⋅⋅⋅p<0.001. Comparisons between treatment groups were done using one-factor ANOVA and the significant difference is noted
as, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Metyrapone animals had limited glucocorticoid levels capable
to saturate only the mineralocorticoid receptors (MRs).

It is noticeable that the metyrapone-induced limitation of
plasma glucocorticoid level did not modify the Hsp70 mRNA
expression, independently of the heat activation level. Such a
result is not in contradiction with some data from the
literature. In case of ischemia–reperfusion, methylpredniso-
lone pretreatment did not modify the cardiac Hsp72 mRNA
expression (Valen et al., 2000). In case of stress, the restraint-
induced increase in Hsp70 mRNA expression was blocked by
the complete inhibition of glucocorticoid secretion using
dexamethasone in the adrenal, but not in the aorta (Udels-
man et al., 1994). In the goldfish exposed to predator,
glucocorticoid depletion using metyrapone inhibited the
stress-induced increase in brain Hsp70 mRNA (Kagawa and
Mugiya, 2002). In our experiments, a possible glucocorticoid
depletion effect on Hsp70 mRNA expression was not masked
by differences in body core temperature as no difference in
Tco and AUC40.4 was observed between treatment groups
after heat exposure. Altogether, glucocorticoid level limita-
tion by metyrapone may facilitate the brain inflammatory
responses without any interaction with the Hsp70 protective
response.

Our PEG animals could also be categorized into two
different populations according to the cut-off defined by
Hubbard et al. (1977). The HL2 group assembled animals
coping with the heat exposure and sharing similar reactions
with the non heat-exposed HL1 group. The HL3 group
assembled animals differing from the HL1 rats by (i) an
elevated hematocrit evocative of dehydration; (ii) a plasma
lactate accumulation suggesting a metabolic imbalance
(Zurovski et al., 1991); (iii) and an increase in brain IL-1β
and Hsp70 mRNA. Since the HL3 rats had an AUC40.4 above
20 °C min, they were assumed to be above the lethal
threshold. Their brain IL-1β mRNA increase can thus be
considered as a marker of the brain tissue suffering, which
takes place earlier than clinical manifestations of heatstroke.
Indeed, no HL3 PEG rats were under heatstroke condition at
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the end of heat exposure: they remained conscious, their End-
Tco level was below the critical thermal maximum (Erskrine
and Hutchison, 1982). In this case, the TNF-α mRNA increase
should be considered as a marker of advanced brain suffering.
The AUC40.4 criterion is thus a convenient tool allowing an
early calibration of the heat exposure strength, far before the
occurrence of heatstroke.

In conclusion, the original data reported in our study
suggest that corticosterone synthesis inhibition by metyra-
ponemay favor the expression of TNF-αmRNA independently
to that of Hsp70mRNA. Furthermore, the AUC40.4 criterion is of
importance to calibrate the risk attached to a heat exposure.
4. Experimental procedures

4.1. Animals

Ninety-eight male Sprague-Dawley rats (Iffa Credo, Les
Oncins, France), weighing 270–350 g were housed three per
cage. Ambient temperature (Ta) was set at 22±1 °C, relative
humidity (RH) at 50±10%. The animalswere submitted to a 12–
12 h light–dark cycle with lights on at 08:00 a.m. Food and
water were available ad libitum, except during the experi-
mental sessions. The rats were allowed to adapt to laboratory
conditions for at least 7 days prior to the beginning of the
Fig. 3 – Schema of experimental design, time course and heat lo
and the corresponding experimental time course are presented o
load groups on the right side. The 13 experimental groups were
groups were defined by a 2-level “treatment” factor: 7 PEG rats (
6-level “condition” factor : Injection, H0, H15, H30, H45 and H60. At t
in the 3 heat load groups based on the AUC40.4 criterion: a group o
HL1: 14 PEG rats and 14 Metyrapone rats, 2 groups of rats with m
and 2 groups of rats with intense heat load, HL3: 9 PEG rats and
investigation. During this period, they were handled and
weighed 5 days a week. All experimental procedures were
reviewed and approved by the institutional Ethics Committee.

4.2. Drugs

Metyrapone (2-methyl-1,2-di(pyridine-3-yl)propan-1-one;
Sigma, Saint Quentin, France) was freshly dissolved in a 40%
solution of polyethylene glycol (PEG, Sigma, Saint Quentin,
France) obtained by diluting PEG in 0.9% sterile saline.
Metyrapone was then subcutaneously (s.c.) administered at a
dose of 150 mg kg−1 in 1.5 mL (Haleem et al., 1988; Roozendaal
et al., 1996). Control animals received the same volume of the
solvent solution.

4.3. Experimental design

The rats were randomly distributed into 13 experimental
groups (Fig. 3). The animals belonging to the Control group
(n=14) stayed in their home cage and were not handled
throughout the investigation. They were sacrificed at various
time of the investigation. The 12 other groups (each one, n=7)
received either metyrapone (6 Metyrapone groups) or PEG (6
PEG groups). The 6 experimental conditions were defined as
following: (i) The rats belonging to the two “Injection” groups
experienced only the treatment injection. (ii) Those belonging
ad groups. The composition of the 13 experimental groups
n the left side of the schema and the composition of the 3 heat
composed as follows: a group of 14 Control rats, the 12 other
white area) and 7 Metyrapone rats (grey area), and a
he end of the heat exposure, the same rats were redistributed
f 14 Control rats, 2 groups of rats without any heat exposure,
oderate heat load, HL2: 19 PEG rats and 22 Metyrapone rats
5 Metyrapone rats.
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to the H0 groups experienced the treatment injection and the
phase of colonic temperature (Tco) measurement: they were
exposed to stress, but not to heat. (iii) Those belonging to the
H15, H30, H45 and H60 groups were exposed to heat during 15,
30, 45 and 60 min, respectively, in order to get various heat
loads. Seven animals were studied during each experimental
day, one rat being taken at random in each experimental
condition (Control, Injection, H0, H15, H30, H45 and H60) and
independently of its treatment.

Preliminary to the investigation, the basal thermophysio-
logical effects of 150 mg kg−1 of metyrapone were checked. At
22±1 °C Ta, the metyrapone-treated animals exhibited a slight
hypothermia.

4.4. Experimental time course

At 07:00 a.m., the rats were placed in individual cages with
little of their own litter in order to reduce the environmental
novelty stress. They received a s.c. injection of PEG or
metyrapone, according to their treatment group. They were
then left for a 2-h “Resting phase”. Since metyrapone would
induce an hypothermia at Ta=22 °C, two different Ta were
used for the Resting phase: Metyrapone rats were kept at
thermal neutrality (Ta=29 °C, Gordon, 1990) to limit the
metyrapone-induced hypothermia, while PEG rats remained
at room temperature (Ta=22 °C). At the end of the Resting
phase, the Injection group rats were sacrificed. The other
animals were equipped with a thermocouple inserted into
the rectum at 6–7 cm from the anal margin to measure Tco.
They spent then a further 30-min “Reference phase” at the
same Ta than previously noticed. At the end, the rats were
either sacrificed (H0) or transferred in another climatic
chamber for a 15-, 30-, 45- or 60-min heat exposure at
Ta=40 °C and RH=40–50% (H15, H30, H45, H60). When heat
exposure ended, the rats were immediately transferred into
another room, where they were deeply anesthetized with a
100% O2 ventilation containing 4% of halothane (Laboratoire
Belmont, Paris, France). Blood samples were taken by intra-
cardiac puncture and transferred into heparinized tubes
kept in ice until centrifugation. Plasma was isolated by
centrifugation (4 °C, 4500×g for 7 min) and stored at −80 °C
until analysis. Brains were quickly removed and dissected
on an ice bed. Frontal cortex samples were removed,
weighed and placed in Eppendorf tubes containing 500 μL
of RNAlater (Ambion, Courtabeuf, France). Samples were
maintained at 4 °C during 24 h to give time for the RNAlater
to permeate tissues. They were then stored at −20 °C until
analysis.

4.5. Physiological data management

Tco was measured every 5 s throughout the investigation.
Values were averaged over 30 min to obtain the Reference
phase (Ref-Tco) mean values and over 30 s to characterize the
thermophysiological state at the beginning (Early-Tco) and at
the end of heat exposure (End-Tco). Heat-induced Tco varia-
tions were calculated as the difference between Early-Tco and
End-Tco.

The animals were then categorized according to the
intensity of experienced heat stress. As already stated, heat
load was defined as the area under the Tco time course
curve (AUC) and expressed in degree minute (°C min). For
running rats, a positive AUC above a threshold (AUCthreshold)
set at Tco=40.4 °C defined an intense heat stress with a risk
of death within 24 h. Thus, heat load was calculated in
each rat according to the following formula (Hubbard et al.,
1977):

AUC40:4 ¼
X

Tco exceeding 40:4ð Þ � 40:4ð Þ=12:

The resting rats experiencing heat loads exceeding
20 °C min over that threshold (AUC40.4) exhibit the same risk
and thus were assumed to be severely heat-stressed (Hubbard
et al., 1977). Consequently, our rats were distributed into four
groups (Fig. 3): (i) Control rats representing physiological
situation devoid of stress; (ii) HL1 rats without any heat
exposure (Injection and H0 groups); (iii) HL2 animals without
any lethal risk (AUC40.4b20 °C min); and (iv) HL3 rats
presenting a lethal risk (AUC40.4≥20 °C min).

4.6. Plasma assessments

Hematocrit was measured after centrifugation (Ta, 12,000 rpm
for 5 min) using hematocrit capillaries (Haematokrit Kapilla-
ren, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Germany). Plasma
corticosterone concentrations were determined using a spe-
cific radioimmunoassay kit (ICN Biomedicals, Strasbourg,
France). Plasma glucose and lactate were assayed on Hitachi
912 Analyzer (Roche Diagnostics, Meylan, France) using
enzymatic colorimetric method with Roche™ reagents
(Roche Diagnostics, Meylan, France). All analyses were per-
formed according to the manufacturer’s instructions.

4.7. Molecular biology assessment

4.7.1. mRNA isolation and reverse transcription (RT)
The frontal cortex samples were homogenized (200 mg mL−1)
with a Mixer Mill MM300 (Rescht, Haan, Germany) in
guanidine thiocyanate lysis buffer (buffer RLT, Qiagen, Cour-
taboeuf, France; 30 Hz, 2 min; 2 tungsten 2 mm carbide beads).
Lysates were stored at −80 °C until mRNA extraction.

The extraction of mRNA was carried out on the MagNA
Pure LC instrument (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) with Isolation Kit II (tissue) from 40 μL of lysate
(8 mg of tissue). A 50 μL final volume of mRNA was eluted for
each sample.

Reverse transcription was immediately performed using
the Reverse Transcription Core Kit (Eurogentec, Seraing,
Belgium). The reaction was carried out from 4 μL of mRNA
(0.6 mg of tissue) with 50 μM Oligo d(T)15 primer and RNase
inhibitor (2 UI). The cDNA was stored at −80 °C until use.

4.7.2. Primer design
The two genes, Hsp70-1 and Hsp70-2, coding for the Hsp70
protein were analyzed (Akcetin et al., 1999). The primer design
and its optimization regarding the primer dimmer, the self-
priming formation and the primer melting temperature were
performed with MacVector software (Accelrys, San Diego,
USA). The specificities of the polymerase chain reaction (PCR)
amplification were documented with the LightCycler melting
curve analysis as previously described (Peinnequin et al.,
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2004). The melting peaks obtained either from the RT-product
and from the specific recombinant DNA were identical. The
oligonucleotide primers were synthesized by Eurogentec
(Saraing, Belgium).

The selected forward (F) and reverse (R) primers were the
following: Heat Shock Protein 70-1 (HSP70-1): F: 5′-ACCATC-
GAGGAGGTGGATTAGAGG-3′ and R: 5′-ACCAGCAGCCATCAA-
GAGTCTGTC-3′ generating a 77-base pair (bp) DNA fragment
(GenBank Accession No. X77207); HSP70-2: F: 5′-TT-
TCCTTGCATGGTGGCTCAC-3′ and R: 5′-TTCACACACTGGG-
GAACAAGTGC-3′ generating a 95-bp DNA fragment (GenBank
Accession No. X77208); interleukin-1beta (IL-1β): F: 5′-CACC-
TCTCAAGCAGAGCACAG-3′ and R: 5′-GGGTTCCATGG-
TGAAGTCAAC-3′ generating a 79-bp DNA fragment (GenBank
Accession No. NM_031512); tumor necrosis factor-alpha
(TNF-α): F: 5′-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC-3′ and R: 5′-
TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3′ generating a 111-bp DNA
fragment (GenBank Accession No. NM_012675); cyclophilin A
(CycA): F: 5′-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3′ and R: 5′-
CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3′ generating a 127-bp DNA
fragment (GenBank Accession No. NM_017101); hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase (HPRT): F: 5′-CTCATG-
GACTGATTATGGACAGGAC-3′ and R: 5′-GCAGGTCAGCA-
AAGAACTTATAGCC-3′ generating a 123-bp DNA fragment
(GenBank Accession No. NM_012583).

4.7.3. Real-time PCR
PCRwas carried outwith the LightCycler Fast Start DNAMaster
SYBR Green kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
using 0.25 μL of cDNA (15 μg of tissue), in a 20 μL final volume,
4 mM MgCl2 and 0.4 μM of each primer (final concentration).
Quantitative PCRs were performed using the same LightCycler
for 50 cycles of 95 °C for 20 s (denaturation), 58 °C (CycA, IL-1β
and TNF-α), 60 °C (HSP70-2, HPRT), 62 °C (HSP70-1) for 5 s
(annealing temperature, which is primer dependent) and a
final step of 8 s at 72 °C (elongation). The amplification
specificity was checked using the melting curve. The crossing
point (Cp) values were calculated from LightCycler Software
v.3.5 (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) using the
second derivative maximum method. The quantification was
achieved using a pool of cDNA samples as calibrator (Peinne-
quin et al., 2004), according to the comparative threshold cycle
method (Livak and Schmittgen, 2001). The relative mRNA
values were calculated with the RelQuant software (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany). The normalization
was performed by geometric averaging of two internal control
genes (CycA andHPRT) (Vandesompele et al., 2002). The validity
of internal genes was checked a posteriori in our own
investigation. The CycA and HPRT genes were affected neither
by the treatment nor by the environmental conditions.

4.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with the Statistica 6.0
software (Statsoft-France, Maison-Alfort, France). The differ-
ences between heat load groups (Control, HL1, HL2, HL3) were
analyzed for each treatment using one-factor ANOVA. If
necessary, the ANOVA was followed by Dunnett’s post hoc
tests using HL1 as reference since it corresponded to the rat
status immediately preceding heat exposure. Then, treatment
effects were studied in each of the three heat load groups (HL1,
HL2, HL3) using one factor analysis of variance (ANOVA). The
relationship between relative Hsp70 mRNA expression and
AUC40.4 value was analyzed in each heat load group using a
correlation test. The homogeneity of treatment repartition in
HL2 and HL3 groups was carried out using a χ2-square test. The
significance level was set at pb0.05. Data are presented as
means±standard error of the mean (SEM).
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II. Expérimentation 2 : stress et tolérance à la chaleur 

Les résultats partiels de cette expérimentation ont été publiés dans Neuroscience [330], sous le titre 

« Decreased heat tolerance is associated with hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis impairment ». 

A. Objectifs et hypothèses 

Les objectifs de cette expérimentation sont (i) de déterminer si l’intolérance à la chaleur peut être 

expliquée par une activation de l’axe HPA de manière inappropriée, (ii) de définir les tableaux 

d’intolérance et a contrario de tolérance à la chaleur chez des animaux exposés non contraints à la chaleur 

pour un stress calibré en durée, (iii) de déterminer s’il est possible de prévoir le statut tolérant ou intolérant 

et, selon quels critères. Ce dernier objectif est encore à l’état de résultats complémentaires en cours de 

rédaction. 

B. Protocole 

Le protocole précis de l’expérimentation, le chronogramme et les méthodes de calcul utilisées sont 

précisés en annexe 3 (page 185). Afin de s’extraire de toute contrainte ou biais méthodologiques, aucun 

traitement n’est administré, le suivi de la température corporelle profonde (température abdominale, Tabd) 

et de l’activité locomotrice est réalisé par télémétrie sans aucune manipulation des animaux, et la durée 

d’exposition au chaud est la même pour tous les animaux (90 min). L’expérimentation comprend donc 

seulement deux groupes d’animaux, l’un exposé à la chaleur (68 rats, Ta= 40°C) et l’autre servant de 

contrôle (12 rats, Ta= 22°C). 

Les 80 animaux sont distribués a posteriori de l’expérimentation dans quatre groupes à l’aide d’une 

méthode statistique de classification (k-moyennes) qui minimise la variabilité intra-groupe et maximise la 

variabilité inter-groupes. La classification est basée sur la variable de Tabd finale représentant un bon indice 

du niveau de tolérance à la chaleur. Les groupes de rats ainsi formés se composent de la manière suivante : 

(i) un groupe Contrôle composé des 12 rats exposés à Ta= 22°C ; (ii) un groupe Tolérant (Tol, n=30) 

comprenant les rats exposés au chaud présentant les plus faibles valeurs de Tabd finale ; (iii) un groupe 

Médian (Med, n=24) composé des rats exposés au chaud présentant des valeurs intermédiaires de Tabd 

finale ; (iv) un groupe d’Intolérant (HE, n=14) incluant les rats exposés au chaud ayant atteint les valeurs 

de Tabd finale les plus élevées. 

L’état clinique ainsi que le niveau d’activation de l’axe HPA, reflété par l’ACTH et la corticostérone 

plasmatiques sont étudiés dans chacun des groupes formés a posteriori. Les mécanismes sous-jacents de ces 

deux aspects sont analysés dans l’hypothalamus et l’hypophyse par l’expression des ARNm suivants : le 

CRF dans l’hypothalamus, la POMC dans l’hypophyse, les IEGs, c-fos, c-jun et EGR1, la MCIP1 pour la 

signalisation calcique, les Hsp70-1 et 2 pour la réponse de choc thermique et les médiateurs de la réponse 

inflammatoire tels que l’IL-1β, le TNF-α et l’IκBα. 
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C. Résultats 

Les animaux Tol montrent une légère déshydratation, une mobilisation modérée des tryglycérides et 

une forte activation de l’axe HPA témoignée par la forte élévation d’ACTH et de glucocorticoïdes 

plasmatiques. A l’inverse, les animaux HE sont sévèrement déshydratés et présentent un déséquilibre 

métabolique de part l’élévation du lactate sanguin et la forte diminution des triglycérides. Ils présentent 

aussi une moindre sécrétion d’ACTH et de glucocorticoïdes que les rats Tol. En dépit d’une forte 

activation cellulaire témoignée par l’élévation des ARNm c-fos, les rats HE ne montrent pas 

d’augmentation significative des ARNm POMC. Enfin, une activation pro-inflammatoire est mise en 

évidence par l’augmentation des ARNm IL-1β et TNF-α associée à une réduction des ARNm IκBα. 

D. Résultats complémentaires 

1. Objectifs 

L’objectif est de déterminer la possibilité d’une prédiction précoce du groupe de tolérance, donc du 

risque de CC, sur la base de variables mesurées (i) avant l’exposition à la chaleur ou (ii) dans les phases 

précoces de l’exposition à la chaleur. L’hypothèse fondamentale est que les animaux les plus réactifs au 

stresseur sont les animaux dont la tolérance à la chaleur sera la plus faible en raison d’une charge 

allostasique excédant leur capacité de faire face. 

Pour atteindre ces objectifs, nous utilisons les groupes préalablement isolés en analysant quels furent 

leurs comportements psychophysiologiques durant les phases d’hébergement et d’exposition à la chaleur. 

L’analyse des données de Tabd et d’activité locomotrice des animaux, enregistrées en continu tout au long 

de l’expérimentation sert de base de travail. En effet, ces variables sont sensibles aux conditions 

stressantes (hyperthermie de stress [53, 62] et hyperactivité de stress [198, 427]). 

2. Prédiction sur le comportement pré-expérimental 

a. Hypothèse 

La plus grande réactivité aux stresseurs est recherchée sur la base (i) de rythmes circadiens de Tabd et 

d’activité plus ou moins amples [324]; (ii) une hyperthermie de stress et une hyperactivité locomotrice plus 

prononcées lors des évènements stressants constitués par les pesées journalières. 

b. Résultats 

Aucune différence de Tabd et d’activité locomotrice n’est observée entre les groupes en condition de 

base et de stress. Cependant, le signal recueilli au cours de la phase d’hébergement était très perturbé et de 

médiocre qualité. Il est donc difficile de conclure à une absence certaine de différence entre les animaux 

tolérants et intolérants à la chaleur quant à leur état de base et leur stressabilité. 
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3. Phase d’exposition à la chaleur 

a. Hypothèse 

La plus grande réactivité au stress chaud est recherché sur la base (i) d’une augmentation plus rapide 

de Tabd, (ii) d’une augmentation plus rapide de l’activité locomotrice spontanée. Cependant les données de 

la littérature concernant l’activité locomotrice à la chaleur sont rares. Une augmentation de l’activité 

locomotrice observée juste avant le CC [74] peut être interprétée comme un comportement 

d’échappement, évocateur d’une anxiété, voire d’une peur [198, 427]. 

b. Résultats 

La Tabd diverge entre les groupes dès 15 min d’exposition à la chaleur et avec un parallélisme 

surprenant des courbes (Figure 23). 

 
Figure 23 : Température abdominale (Tabd) de base (valeur moyenne des 60 min précédant 
l’exposition à la chaleur) et tout au long de l’exposition à la chaleur (valeurs moyennes sur 6 périodes 
de 15 min) des 4 groupes d’animaux. Les valeurs sont des moyennes ± ESM. Les étoiles symbolisent 
les différences significatives (P < 0,001) entre les groupes Tol et HE (Test post-hoc de Bonferroni 
après ANOVA à un facteur sur chaque période de temps). 

 

L’activité locomotrice diverge également selon les groupes d’animaux dès les 30 premières minutes 

d’exposition à la chaleur (Figure 24). Ceci témoigne d’une différence de réactivité comportementale 

précoce synchronique au stress chaud : les animaux intolérants à la chaleur présentent une activité plus 

élevée jusqu’à 60 min de l’exposition par rapport aux animaux tolérants, alors que les animaux médians se 

trouvent dans une position intermédiaire. A partir de 60 min, l’activité des animaux intolérants chute pour 

atteindre une valeur inférieure à celle des animaux tolérants dans les 15 dernières min. 
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Figure 24 : Activité locomotrice de base (valeur moyenne des 60 min précédant l’exposition à la 
chaleur) et tout au long de l’exposition à la chaleur (valeurs moyennes sur 6 périodes de 15 min) des 
4 groupes d’animaux. Les valeurs sont des moyennes ± ESM. Les étoiles symbolisent les différences 
significatives (P < 0,001) et le caractère § symbolise une tendance (P<0,10) entre les groupes Tol et 
HE (Test post-hoc de Bonferroni après ANOVA à un facteur sur chaque période de temps). 

 

E. Conclusion 

Cette expérimentation permet de proposer les conclusions suivantes : 

- L’intolérance à la chaleur est associée à une altération de l’activation de l’axe HPA : les animaux 

les plus tolérants ont l’activation la plus forte de l’axe HPA et les animaux intolérants l’activation 

la plus faible. Il n’est pas possible de déterminer clairement le niveau déficient de l’axe HPA. Ceci 

suggère que la valeur de l’activation de l’axe HPA sous contrainte soit réellement la limitation de 

la réactivité psychophysiologique. L’hyperactivation locomotrice des animaux les moins tolérants 

est un argument en faveur de cette hypothèse. 

- Les animaux intolérants à la chaleur sont définis par les mêmes critères que lors de 

l’expérimentation précédente : déséquilibre métabolique (hyperlactatémie), déshydratation, 

activation inflammatoire ou levée de l’inhibition glucocorticoïdergique. 

- Il est difficile de déterminer le statut de stress des animaux intolérants : (i) ont-ils présenté un 

défaut d’activation de l’axe HPA tout au long de l’exposition au stresseur ? ou (ii) ont-ils présenté 

un excès d’activation de l’axe HPA avec un épuisement ? (iii) ont-ils présenté une activation 

initiale normale suivie d’un épuisement précoce ? Ces trois possibilités d’évolution aboutissent à 

un même statut pouvant être qualifié de stress dépassé en fin d’exposition à la chaleur. 

- Il est possible de prédire le risque de CC sur la base du comportement à la chaleur. Cette 

conclusion rejoint des données épidémiologiques observées chez l’homme (i.e., motivation à 

poursuivre comme facteur de risque de CC [57, 383]) ou des données expérimentales notées chez 

le rat (i.e., absence d’arrêt de la course chez les animaux allant faire un CCE [48]). 
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- Le mécanisme par lequel les glucocorticoïdes contrôlent l’expression de l’inflammation cérébrale 

passe par l’activation d’IκBα. L’activation de la voie NF-κB est donc capitale dans l’émergence de 

l’intolérance à la chaleur. 

F. Perspectives 

Si cette expérimentation a permis de montrer la réalité de la variabilité inter-individuelle et de la 

relation entre tolérance à la chaleur et stress, elle n’a pas permis de mettre en évidence les mécanismes par 

lesquels la variabilité inter-individuelle s’exprime et les relations avec la réactivité aux stresseurs 

psychologiques. Existe-t-il un unique pattern de sensibilité à la contrainte ? Une expérimentation 

classifiant les animaux a priori selon des techniques éthologiques et de phénotypages d’expression de 

récepteurs pourrait être envisagée. 

G. Article Neuroscience 
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bstract—When rats are exposed to heat, they adapt them-
elves to the stressor with a wide inter-individual variability.
uch differences in heat tolerance may be related to partic-
larities in the hypothalamo–pituitary–adrenocortical (HPA)
xis activation. To further this hypothesis, 80 rats instru-
ented with a telemetric device for abdominal temperature

Tabd) measurement were separated into two groups. Sixty-
ight rats were exposed during 90 min at an ambient temper-
ture of 40 °C, and 12 rats to an ambient temperature of 22 °C.
eat-exposed rats were then divided into three groups using

he a posteriori k-means clustering method according to their
abd level at the end of heat exposure. Heat tolerant rats (Tol,
�30) exhibiting the lowest Tabd showed a slight dehydration,
moderate triglyceride mobilization, but the highest plasma

drenocorticotropic-hormone (ACTH) and corticosterone lev-
ls. Conversely, heat exhausted rats (HE, n�14) presented
he highest Tabd, a higher degree of dehydration, a greater

etabolic imbalance with the lowest plasma triglyceride level
nd the highest lactate concentration, as well as a lowest
lasma corticosterone and ACTH levels. The fact that the
roopiomelanocortin (POMC) mRNA content within the pitu-

tary was low despite of a high c-fos mRNA level is also
elevant. Current inflammatory processes in HE rats were
nderlined by lower inhibitory factor �B� (I�B�) mRNA and
igher tumor necrosis factor-� (TNF-�) and interleukin-1�
IL-1�) mRNA. In conclusion, data show that intolerance to
eat exposure is associated to an HPA axis impairment, pos-
ibly related to changes occurring in the I�B� and TNF-�
RNA levels. © 2007 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All

ights reserved.
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GR1, early growth response 1; HE, heat exhausted; HPA, hypo-

halamo–pituitary–adrenocortical; HPRT, hypoxanthine guanine phos-
horybosyl transferase; Hsp, heat shock protein; IL-1�, interleukin-1�;

�B�, inhibitory factor �B�; MCIP1, myocyte-enriched calcineurin in-
eracting protein 1; Med, medium heat tolerant; PCR, polymerase
hain reaction; POMC, pro-opiomelanocortin; PVN, paraventricular
ucleus; r.h., relative humidity; RT, reverse transcription; S.E.M., stan-
ard error of the mean; Ta, ambient temperature; Tabd, abdominal
m
emperature; Tco, body core temperature; TNF-�, tumor necrosis fac-
or-�; Tol, heat tolerant.
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hen exposed to heat, some subjects do not develop any
athological condition while others become slightly or se-
erely ill (Bouchama and Knochel, 2002). Mild symptoms
re represented by heat exhaustion with a slightly elevated
ody core temperature (Tco�40 °C), intense thirst, weak-
ess, discomfort and anxiety (Bouchama and Knochel,
002). Severe evolution leads rarely to heatstroke with a

co above 40 °C, CNS disturbances and cardiovascular
hock (Bouchama and Knochel, 2002). In the rat, heat
olerance varies considerably among individuals (Ohara et
l., 1975; Wright et al., 1977). Under similar heat exposure
onditions, the Tco time course follows either one of three
atterns (Wright et al., 1977): a linear and sustained Tco

ncrease until death occurs (type I), a rapid then slower Tco

ncrease (type II) or a more common triphasic pattern (type
II). The latter is characterized by an initial Tco increase, a
ubsequent plateau stabilized at diverse Tco levels and a
nal Tco rise until death. Therefore, according to the Tco

attern and a given heat exposure duration, some rats may
evelop heatstroke, while others may not. Heat tolerance
an thus be evaluated through the level of Tco reached at
he end of a given heat exposure. However, high Tco

epresents only one of the aspects of the heat-induced
llness. Other factors include dehydration (Zurovski et al.,
991; Nakajima et al., 1998; Whyte et al., 2004), metabolic

mbalance (Zurovski et al., 1991) and systemic inflamma-
ion (Lin et al., 1995; Leon et al., 2006). Such observations
aise the question of the mechanisms underlying vulnera-
ility to heat and development of heat-related illnesses in
ertain individuals.

Heat exposure constitutes a stressor, i.e. a stimulus
riggering biological stress reactions (McEwen, 2005). The
eat-exposed brain is fully activated, as suggested by the

ncrease in c-fos mRNA and protein in different brain re-
ions including the hypothalamus, the thalamus and the
mygdala (Lin et al., 1999). Large releases have been
eported in hippocampal norepinephrine (Lieberman et al.,
005), hypothalamic dopamine and serotonin (Lin, 1997)
nd striatal glutamate (Chang et al., 2004). The hypo-
halamo–pituitary–adrenocortical (HPA) axis is also mobi-
ized as suggested by the increase in Fos-positive cells
Cham et al., 2006) and c-fos mRNA content (Tsay et al.,
999) in the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN),
s well as the increase in blood adrenocorticotropic-hor-
one (ACTH) and corticosterone concentrations (Curé,
988; Djordjevic et al., 2003). Furthermore, the HPA axis

obilization is accompanied by the activation of the sym-

ved.
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athetic axis, as suggested by the increase in plasma
orepinephrine and epinephrine concentrations (Gisolfi et
l., 1991; Kregel et al., 1991).

According to the above reports, we hypothesized that
nter-individual heterogeneousness in heat tolerance could
e associated with differences in stress reactions. Such
ifferences could be expressed in terms of HPA axis acti-
ation levels. In other words, the animals with the highest

co would exhibit an inadequate HPA axis mobilization,
hereas heat tolerant (Tol) animals would benefit from an
dequate HPA axis control. To test this hypothesis, naive
nstressed conscious rats were exposed to a standardized
eat exposure (40 °C for 90 min). They were classified
sing an a posteriori k-means clustering method to sepa-
ate Tol (lowest final Tco) from non-Tol rats (highest Tco).
he clinical state and HPA axis activation level were de-
cribed in each group. The mechanisms underlying both
spects were thereafter analyzed by employing the quan-
ified variations occurring in pituitary and hypothalamic
RNA levels for: (i) hypothalamic corticotropin releasing

actor (CRF) and pituitary pro-opiomelanocortin (POMC),
ii) immediate-early gene (IEG: c-jun, c-fos and the early
rowth response 1, EGR1), (iii) calcium signaling pathway
myocyte-enriched calcineurin interacting protein 1, MCIP1),
iv) heat shock response (heat shock protein, Hsp70-1 and
sp70-2) and (v) inflammatory mediators (interleukin-1�,

L-1�; tumor necrosis factor-�, TNF-�; inhibitory factor
B�, I�B�).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

nimals

ighty male Sprague–Dawley rats (Iffa Credo, Les Oncins,
rance), weighing 250–350 g were selected. Immediately after
rrival, they were allowed to adapt to laboratory conditions for at

east 7 days. During this phase, they were housed at three per
age and kept in standard conditions: food and water available ad
ibitum, ambient temperature (Ta) set at 22�1 °C, relative humidity
r.h.) at 50�10%, 12-h light/dark cycle with light on at 7:00 a.m.
hey were also handled and weighed 5 days a week to reduce
andling stress (Briese and De Quijada, 1970). At the end of this
daptation period, a telemetric sensor was implanted to measure
he abdominal temperature (Tabd). The surgical act was followed
y a 10-day recovery period, during which the rats were placed

n individual cages in the same experimental conditions as
reviously described. Procedures involving animals and their
are were conducted in compliance with French laws on labo-
atory animals, which in turn are in compliance with interna-
ional laws and policies [European Union Directive of 24 No-
ember 1986 (86/609/EU) and Decree of 20 October 1987
87-848/EU)]. Every effort was made to minimize the number of
nimals used and their suffering.

urgical procedures and data telemetric acquisition

he monitoring and data-collecting system consisted of implant-
ble radiotelemetry devices (Physiotel® TA10TAF40, Data Sci-
nces, St. Paul, MN, USA), remote receivers and computer-based
ata acquisition systems (Dataquest IV, Data Sciences). The
ensor was surgically implanted in the rats’ abdominal cavity
nder a profound pentobarbital anesthesia (Sanofi-Adventis,
aris, France, 60 mg·kg�1). A sagittal abdominal incision was

ade. The telemetric device was placed in the peritoneal cavity; t
uscles and skin were then stitched up. After surgery, the rats
ere placed in individual cages with a postsurgical antibiotic (Ex-

encilline®, Sanofi-Adventis, 60,000 IU per rat, i.p.) and an anal-
esic (Finadine®, Schering-Plough, Segre, France, 1 mg·kg�1,
.c.) therapy. The data acquisition system was started immedi-
tely after surgery to monitor the clinical recovery. Tabd was re-
orded throughout the investigation as measure means over 10-s
eriods every min during the experimental session and every 2
in during the recovery phase.

xperimental design

fter the recovery period, the 80 rats were randomly distributed
nto two groups: neutrality (n�12) and heat (n�68). Each exper-
mental session was performed between 8:00 and 11:00 a.m. To
void handling stress, the rats belonging to the heat group were
ransferred in their home cages into a climatic chamber for a
0-min period of heat exposure (Ta�40 °C; r.h.�50�10%). The
ats belonging to the neutrality group stayed in their home cage
nder housing conditions without being handled. Food and water
ere removed during heat or neutral exposure. On each experi-
ental day, one neutrality rat and five heat rats were included. At

he end of the neutral or heat exposure, the rats, still in their cage,
ere immediately transferred into another room to be deeply
nesthetized with a 100% O2 ventilation containing 4% of halo-

hane (Laboratoire Belmont, Paris, France). Under deep anesthe-
ia, blood samples were taken by intra-cardiac puncture, put into
ubes containing either heparin or EDTA (ACTH dosage), and kept
n ice until centrifugation. The plasma was isolated by centrifuga-
ion (4 °C, 4500�g for 7 min) and stored at �80 °C until analysis.
he rats were then decapitated. Their brains were quickly re-
oved and dissected on an ice bed. The whole median hypothal-
mus and the pituitary gland were removed, weighed and put into
ppendorf tubes containing 500 �l of RNAlater® (Ambion, Corta-
oeuf, France). Samples were maintained at 4 °C during 24 h in
rder to give the RNAlater the time to permeate tissues. They
ere then stored at �20 °C until analysis.

hysiological data management

he 90-min heat or neutral exposure period was described using
he first (initial Tabd) and last (final Tabd) Tabd measurements. The
0 rats were a posteriori distributed into four groups reflecting their

evel of heat tolerance according to final Tabd. The classification
as done using the Statistica 6.0 software (Statsoft-France, Mai-
on-Alfort, France) by the k-means clustering method, which min-
mizes variability within groups and maximizes variability between
roups. The four groups were separated as follows: (i) control
roup made of the 12 neutrality rats; (ii) Tol group (n�30) com-
osed of heat-exposed rats having the lowest final Tabd, i.e. the
ol rats; medium heat tolerant (Med) group (n�24) including the
eat-exposed rats reaching medium final Tabd; and the heat ex-
austed or HE group (n�14) comprising heat-exposed rats that
eached the highest final Tabd.

lasma assessment

ematocrit was measured with hematocrit capillaries (Hematokrit
apillaren, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Germany) after
entrifugation (Ta, 12,000 r.p.m. for 5 min). Plasma corticosterone
nd ACTH were assayed using specific radioimmunoassay kits
ICN Biomedicals, Strasbourg, France for corticosterone and
P Diagnostics, Illkirch, France for ACTH). Plasma proteins,

actate, glucose, triglycerides and glycerol were assayed on
itachi 912 Analyzer (Roche Diagnostics, Meylan, France) us-

ng the colorimetric method with RocheTM reagents (Roche
iagnostics) or with a specific kit for glycerol (Diffchamb, Lyon,
rance). All analyses were performed according to manufac-
urers’ instructions.
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olecular biology assessment

mRNA isolation and reverse transcription (RT). The sam-
les were homogenized (200 mg·mL�1) with a Mixer Mill MM300
Rescht, Haan, Germany) in guanidine thiocyanate lysis buffer
buffer RLT, Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manu-
acturer’s instructions (30 Hz, 2 min; 2 tungsten 2 mm carbide
eads (Qiagen)). The lysates were stored at �80 °C until the
RNA extraction.

The extraction of mRNA was carried out on the MagNA Pure
C instrument (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
ith an Isolation Kit II (tissue) from 40 �L of lysate (8 mg of tissue).
50 �L final volume of mRNA was eluted for each sample.

RT was immediately performed using the Reverse Transcrip-
ion Core Kit (Eurogentec, Seraing, Belgium). The reaction was
arried out from 4 �L of mRNA (0.6 mg of tissue) with 50 �M Oligo
(T)15 primer and Rnase inhibitor (2 IU) according to the man-
facturer’s instructions. The cDNA was stored at �80 °C until
sed.

Primer design. The primer design and its optimization re-
arding the primer dimmer, the self-priming formation and the
rimer melting temperature were done with MacVector software
Accelrys, San Diego, USA). The specificities of the PCR amplifi-
ation were documented with the LightCycler melting curve anal-
sis as previously described (Peinnequin et al., 2004). The melting
eaks obtained from the RT-product and the specific recombinant
NA were identical. The oligonucleotide primers were synthe-
ized by Eurogentec. The selected forward (FW) and reverse
RW) primer sequences are listed in Table 1.

Real-time polymerase chain reaction (PCR). The PCR was
arried out with the Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR
reen kit (Roche Applied Science) using 0.25 �L of cDNA (15 �g

able 1. Forward (FW) and reverse (RW) primer sequences used for

ene Accession number 5=–3= Primer sequence

ycA NM_017101 FW GGCAAATGCTGGACCA
RW CTTCCCAAAGACCACA

PRT NM_012583 FW CTCATGGACTGATTATG
RW GCAGGTCAGCAAAGAA

-actin NM_031144 FW TCAGGTCATCACTATC
RW TTTCATGGATGCCACA

sp70-1 X77207 FW ACCATCGAGGAGGTGG
RW ACCAGCAGCCATCAAG

sp70-2 X77208 FW TTTCCTTGCATGGTGG
RW TTCACACACTGGGGAA

L-1� NM_031512 FW CACCTCTCAAGCAGAG
RW GGGTTCCATGGTGAAG

NF-� NM_012675 FW AAATGGGCTCCCTCTC
RW TCTGCTTGGTGGTTTG

�B� XM_343065 FW AGCTGACCCTGGAAAA
RW CCTCCAAACACACAGT

CIP1 NM_153724 FW GACTTTAACTACAATTT
RW TTGGCCCTGGTCTCAC

-fos NM_022197 FW CGGAGAATCCGAAGGG
RW TGGCAATCTCGGTCTG

-jun NM_021835 FW CAATGGGCACATCACC
RW TCTGGCTATGCAGTTC

RF NM_031019 FW TGGATCTCACCTTCCA
RW TTCCTGTTGCTGTGAG

OMC NM_139326 FW TCACCACGGAAAGCAA
RW TTTCAGTCAAGGGCTG

GR1 NM_012551 FW CGAGCGAACAACCCTA

RW CGTTATTCAGAGCGATGTCAGA
f tissue), in a 20 �L final volume, 4 mM MgCl2 and 0.4 �M of each
rimer (final concentration). The quantitative PCRs were per-
ormed using LightCycler (Roche Applied Science) for 50 cycles of
5 °C for 20 s (denaturation), 53–62 °C for 5 s (annealing tem-
erature, which is primer dependent, Table 1) and a final step of

s at 72 °C (elongation). The amplification specificity was
hecked using the melting curve, following the manufacturer’s
nstructions. The crossing point (Cp) values were calculated from
he Light Cycler Software v.3.5 (Roche Applied Science) using the
econd derivative maximum method. The quantification was
chieved using a pool of cDNA samples as calibrator (Peinnequin
t al., 2004), according to the comparative threshold cycle method
Livak and Schmittgen, 2001). The relative mRNA values were
alculated with the RelQuant software (Roche Applied Science).
he normalization was performed by geometric averaging of three

nternal control genes (cyclophilin A (CycA), hypoxanthine gua-
ine phosphorybosyl transferase (HPRT) and �-actin) (Vandes-
mpele et al., 2002).

The validity of internal genes was checked a posteriori in our
wn investigation. The CycA, HPRT and �-actin genes were not
ffected by environmental conditions.

tatistical analysis

he statistical analysis was performed with the Statistica 6.0
oftware (Statsoft-France).

Differences among the four a posteriori classified rat
roups were analyzed using one factor factorial analysis of
ariance (ANOVA). If necessary, the ANOVA was followed by
onferroni post hoc tests focusing on differences between
ontrol and each heat-exposed group, and differences between
ol and HE groups, except for the final Tabd variable in which
omparisons were made in all couples. The significance level

tive PCR assays

Product size (bp) Annealing temperature (°C)

94 56

GAC 123 60
GCC
G 95 54

AGG 77 62
TC

95 60
C

79 58

TC 111 58
C
G 115 57
AG
CCTGAT 80 60

136 55

C 122 61
G

G 85 58

108 57
TC

63 53
quantita

AACAC
TGCTTG
GACAG
CTTATA

GGCAAT
GGATTC
ATTAG
AGTCTG

CTCAC
CAAGTG
CACAG
TCAAC

ATCAGT
CTACGA
TCTTCA
CATCGT
TAGCTC
TTTC
AAAG

CAAC
ACTACA
AGCTAG
CCTTCT
CTTGC
CCTG
TTCATC
CGA
A
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as set at P�0.05 and the existence of a trend was considered
f P�0.10. The data are presented as means�standard error of
he mean (S.E.M.).

RESULTS

hysiological data

t the beginning of the investigation, initial Tabd values
ere similar in the four groups (Table 2). As a bias due to

he a posteriori classification, heat-exposed rats exhibited
igher final Tabd than control rats (Table 2; P�0.001 with
ol, Med and HE vs. control, P�0.001), HE rats presented
igher final Tabd than Tol animals (HE vs. Tol, P�0.001),
nd Med rats presented higher final Tabd than Tol animals
Med vs. Tol, P�0.001) but lower final Tabd than HE ani-
als (Med vs. HE, P�0.001).

In comparison to control rats, heat-exposed animals
xhibited elevated hematocrit values (Table 3; P�0.001
ith Tol, Med and HE vs. control, P�0.001) and higher
oncentrations in plasma proteins (Table 3; P�0.001 with
ol, Med and HE vs. control, P�0.001), lactate (Table 3;
�0.001 with Med vs. control, P�0.01 and HE vs. control,
�0.001) and glycerol (Table 3; P�0.001 with Med and
E vs. control, P�0.05). However, heat-exposed animals
xhibited a lower plasma triglyceride concentration than
ontrol rats (Table 3; P�0.001 with Tol, Med and HE vs.
ontrol, P�0.001). The HE rats differed from Tol rats in the
act that the former showed higher values in hematocrit
HE vs. Tol, P�0.001), plasma concentrations of proteins
HE vs. Tol, P�0.001) and lactate (HE vs. Tol, P�0.001),
ut lower levels in plasma triglyceride concentration (HE

able 2. Values of Tabd at the beginning (initial Tabd) and at the end (fi
n�14) rat groups

ssay Control Tol

nitial Tabd (°C) 36.8�0.1 37.1�

inal Tabd (°C) 36.9�0.2 40.7�

Values are expressed as the mean�S.E.M. Comparisons were don
** Heat-exposed groups vs. control group (P�0.001).
��HE group vs. Tol group (P�0.001).
°° Med group vs. Tol group (P�0.001).
££ Med group vs. HE group (P�0.001).

able 3. Plasma protein, lactate, glucose, triglyceride and glycerol con
n�14) rat groups at the end of heat exposure

ssay Control T

rotein (g·L�1) 52.3�0.9 6
ematocrit (%) 40.8�0.5 4
actate (mmol·L�1) 2.3�0.5
lucose (mmol·L�1) 14.9�1.0 1
riglycerides (g·L�1) 1.5�0.2
lycerol (�mol·L�1) 142�16 2

Values are expressed as the mean�S.E.M. Comparisons were don
Heat-exposed groups vs. control group (P�0.05).

* Heat-exposed groups vs. control group (P�0.01).
** Heat-exposed groups vs. control group (P�0.001).

��HE group vs. Tol group (P�0.001).
s. Tol, P�0.001). Glycemia was similar over the four
roups.

The activity of the HPA axis was enhanced by heat
xposure determining higher plasma concentrations of
orticosterone and ACTH than in control conditions (Table
; corticosterone, P�0.001 with Tol, Med and HE vs. con-
rol, P�0.001; ACTH, P�0.001 with Tol and Med vs. con-
rol, P�0.001 and HE vs. control, P�0.06). The HE rats
ad lower plasma corticosterone concentration than Tol
nimals (HE vs. Tol, P�0.001). The plasma ACTH/corti-
osterone concentration ratio was equal in all groups (data
ot shown).

olecular biology data

ituitary POMC mRNA level was slightly elevated in the
ol and Med rats compared with control animals (Table 4;
�0.05 with Tol vs. control, P�0.08 and Med vs. control,
�0.07). However, Tol and HE rats did not differ in pitu-

tary POMC mRNA content. The hypothalamic CRF mRNA
evel remained the same in the four groups.

Heat-exposed rats exhibited higher c-fos mRNA levels
n both the hypothalamus (Fig. 1A1; P�0.001 with Tol vs.
ontrol, P�0.01; Med and HE vs. control, P�0.001) and
he pituitary (Fig. 1A2; P�0.001 with Med and HE vs.
ontrol, P�0.001). Among all heat-exposed animals, HE
ats presented higher c-fos mRNA level than Tol rats (Fig.
; HE vs. Tol, P�0.001 in both regions). Similar heat-

nduced variations were observed for c-jun (data not
hown) and EGR1 (data not shown).

of heat exposure in control (n�12), Tol (n�30), Med (n�24) and HE

Med HE

37.0�0.1 37.0�0.1
41.4�0.0***°°°£££ 42.4�0.1***���

factorial ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests.

ns and hematocrit in control (n�12), Tol (n�30), Med (n�24) and HE

Med HE

** 60.9�0.7*** 65.2�0.8***���

** 46.2�0.5*** 50.2�0.8***���

6.4�0.7** 9.0�1.1***���

17.4�0.9 18.3�2.3
** 0.5�0.0*** 0.2�0.0***���

247�21* 251�44*

ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests.
nal Tabd)

0.1
0.1***

e using
centratio

ol

1.1�0.5*
4.9�0.4*
4.3�0.4
7.4�0.5
0.7�0.0*
04�13

e using
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Heat exposure also enhanced hypothalamic (Fig. 1B1;
�0.001 with Tol vs. control, P�0.01 and Med and HE vs.
ontrol, P�0.001) and pituitary (Fig. 1B2; P�0.001 with
ol, Med and HE vs. control, P�0.001) Hsp70-1 mRNA

evels. Once again, HE rats exhibited higher Hsp70-1
RNA level than Tol rats (HE vs. Tol, P�0.001 in both

egions). Similar observations were made on the Hsp70-2
RNA in the hypothalamus and the pituitary gland.

As compared with control rats, heat-exposed animals
xhibited increased MCIP1 mRNA levels in both the hypo-

halamus (Fig. 1C1; P�0.001 with Tol, Med and HE vs.
ontrol, P�0.001) and pituitary (Fig. 1C2; P�0.001 with
ed vs. control, P�0.05 and HE vs. control, P�0.001).
he HE rats also exhibited a higher MCIP1 mRNA level

han Tol rats in both brain regions (hypothalamus, P�0.01;
ituitary, P�0.001).

Compared with the control group, Med and HE rats had
higher IL-1� mRNA level in the hypothalamus (Fig. 2A1;
�0.001 with Med vs. control, P�0.01 and HE vs. control,
�0.001) and pituitary (Fig. 2A2; P�0.001 with Med and
E vs. control, P�0.001). Similarly to observations made

rom the other analyses, HE rats presented a higher IL-1�
RNA level than Tol rats (HE vs. Tol, P�0.001 in both

egions).
In the hypothalamus and pituitary, TNF-� mRNA level

as lower in Tol and, at a lesser extent, in Med rats than in
ontrol rats (hypothalamus, Fig. 2B1, P�0.001 with Tol vs.
ontrol, P�0.001 and Med vs. control, P�0.08; pituitary,
ig. 2B2, P�0.001 with Tol vs. control, P�0.01). Con-
ersely, heat-exposed rats showed higher levels in the
�B� mRNA level than control rats in the hypothalamus
Fig. 2C1: P�0.001 with Tol and Med vs. control, P�0.001
nd HE vs. control, P�0.05) and pituitary (Fig. 2C2;
�0.001 with Tol and Med vs. control, P�0.001). Once
gain, HE and Tol rats differed in the fact that the former
xhibited higher TNF-� and lower I�B� mRNA levels than
ol rats (TNF-�: HE vs. Tol, P�0.001 for both genes in
oth regions).

DISCUSSION

n the present investigation, the rats submitted to a stan-
ardized heat exposure were segregated a posteriori into
hree groups according to their final Tabd. As expected, the
nimals showing the highest T also developed a heat-

able 4. Plasma corticosterone and ACTH concentrations and relative
ol (n�30), Med (n�24) and HE (n�14) rat groups at the end of hea

ssay Control

orticosterone (ng·mL�1) 154�21
CTH (pg·mL�1) 436�117
OMC mRNA (AU) 0.78�0.08
RF mRNA (AU) 0.86�0.05

Values are expressed as the mean�S.E.M. Comparisons were don
Heat-exposed groups vs. control group (P�0.10).

** Heat-exposed groups vs. control group (P�0.001).
��HE group vs. Tol group (P�0.001).
abd

nduced disease concomitantly with a lower level of HPA p
xis activation and a higher level of hypothalamic activa-
ion. Conversely, the rats with the lower Tabd remained
ealthy, presenting a high HPA axis activation associated
ith a blockade of hypothalamic and pituitary inflammation.

All heat-exposed rats were in a stressful condition as
hey presented an increased HPA axis activity (Selye,
950; Natelson et al., 1986). However, those developing
oth a limited HPA axis activation and the highest final Tabd

alues at the end of heat exposure, also exhibited meta-
olic alterations. Firstly, dehydration was suggested by
levated plasma protein concentration and hematocrit.
econdly, energy mobilization was shown by the drastic
rop in triglycerides and the increase in glycerol. Since
riglyceride mobilization is likely to reflect catecholamine
elease (Coppack et al., 1994), a sympatho-adreno-med-
llary activation may be suspected in these rats. Such a
ecrease in plasma triglycerides concomitant to the in-
rease in glycerol has also been observed in rats exposed
o acute immobilization (Ricart-Jané et al., 2002). How-
ver, increased glycemia was reported after immobilization
Ricart-Jané et al., 2002), but not after heat exposure (our
resent results), suggesting an increased tissue consump-
ion of glucose in the latter condition. This was confirmed
y the increase in plasma lactate concentration evoking a
hift toward anaerobic metabolism and consequently a
ystemic metabolic imbalance (Zurovski et al., 1991). Fur-
hermore, plasma lactate accumulation has been reported
o be strongly related to the rise in body temperature under
onditions of heat stress and dehydration (Zurovski et al.,
991). Taken together, HPA activation, dehydration, exac-
rbated sympathetic activation and metabolic imbalance
uggest that the rats with a high Tabd level were HE. They
ere thus in an advanced stage of stress, despite a short
xposure to the stressor (Selye, 1950).

The heat-exposed rats with the lowest final Tabd had
hysiological measurements in contrast to rats with the
ighest final Tabd. They exhibited a larger increase in cor-

icosterone, but a reduced level of dehydration and meta-
olic activation: plasma triglyceride concentration de-
reased in a lesser extent, while glycerol did not increase.
urthermore, the steady-state of plasma glucose level
ithout any lactate accumulation suggests that the animals
ere not HE. This smaller sympathetic activation (Cop-

of pituitary POMC and hypothalamic CRF mRNAs in control (n�12),
re

Med HE

8*** 617�28*** 461�29***���

57*** 1929�188*** 1281�188§

.05§ 1.05�0.06§ 1.04�0.09

.04 0.82�0.04 0.88�0.11

ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests.
quantity
t exposu

Tol

695�2
1687�1
1.03�0
0.89�0

e using
ack et al., 1994), associated with the large corticosterone
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ncrease, suggests that they were at an early stage of heat
tress. They can thus be considered as Tol animals.

These conclusions are strengthened by the differences
n HPA axis mobilization levels observed in these two
xtreme groups of the a posteriori classification. Tol rats
xhibited high plasma levels of corticosterone and ACTH,

ndicating a fully activated HPA axis. Conversely, HE rats
resented lower plasma corticosterone and ACTH concen-

rations than Tol rats, suggesting either that HPA reactivity

ig. 1. Relative quantity of c-fos (A), Hsp70-1 (B) and MCIP1 (C) mRN
n�24) and HE (n�14) rat groups at the end of heat exposure. Com
ests comparing heat-exposed groups to control group (* P�0.05,
�� P�0.001). Values are expressed as the mean�S.E.M.
as dampened or that the HPA axis function was ex- a
austed. A defective adrenal function is unlikely to be the
ause as the ACTH/corticosterone ratio was similar in Tol
nd HE rats. At the hypothalamic level, the CRF mRNA
ontent was similar in all groups. However, the detection of
he additional CRF mRNA may have been masked by a
re-existing CRF mRNA pool (Herman et al., 1992; Imaki
t al., 1995; Ginsberg et al., 2003). In the pituitary gland,
he POMC mRNA content was increased in all heat-ex-
osed rats, although it varied greatly in HE rats. These

hypothalamus (1) and pituitary (2) in control (n�12), Tol (n�30), Med
were done using factorial ANOVA followed by Bonferroni post hoc
1 and *** P�0.001) and HE group vs Tol group (�� P�0.01 and
As in the
parisons
** P�0.0
rguments suggest that the HPA axis impairment ob-
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erved in HE rats would not be the consequence of a
ocalized brain functional breakdown.

The HPA axis activation impairment was further inves-
igated by the assessment of other mRNA expressions.
ellular activation was indicated by the induction of imme-
iate early genes such as c-fos (Chan et al., 1993; Hoff-
an et al., 1993). C-fos is known to increase after psycho-

ogical and physical stress in the rat hypothalamus and
ituitary (Senba and Ueyama, 1997; Autelitano, 1998) and

ig. 2. Relative quantity of IL-1� (A), TNF-� (B) and I�B� (C) mRNA
n�24) and HE (n�14) rat groups at the end of heat exposure. Compa
omparing heat-exposed groups to control group (§ P�0.10, * P�0.05,
re expressed as the mean�S.E.M.
uring heat exposure in the hypothalamus of conscious t
Cham et al., 2006) or anesthetized rats (Lin et al., 1999;
say et al., 1999). Fos expression is dependent on the

ntensity of the acute heat stress (Harikai et al., 2003),
estraint stress (Chowdhury et al., 2000) and audiogenic
tress (Campeau and Watson, 1997). In case of a sus-
ained 80-min heat exposure, c-fos mRNA content in-
reases in the PVN during the first 40-min period and
emains steady thereafter (Lin et al., 1999; Tsay et al.,
999). The c-fos mRNA content could be interpreted as a

ypothalamus (1) and pituitary (2) in control (n�12), Tol (n�30), Med
ere done using factorial ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests
1 and *** P�0.001) and HE group vs Tol group (��� P�0.001). Values
s in the h
risons w
** P�0.0
urnover with a swift induction (30 min, Autelitano, 1998;



L
t
G
c
h
s
h
c
a
e
t

p
s
(
c
1
o
t
a
b
c
e
r
S
h
a
r
p
s
e
g

h
t
c
H
t
h
C
t
l
o
d
t
T
m
p
e
a

c
a
I
r
a
t
H
a

t
m
a
t
t
h
a
t
C
m
t
h
l
c
T
T
o
b
i
s
1
I
I
b
i
I
2
t
T
g
C
T
c
T
t
a
t
p
e
a
w
m
g
p
m
v
g
n
n
o
s
m

I
d
e

V. Michel et al. / Neuroscience 147 (2007) 522–531 529
in et al., 1999; Tsay et al., 1999) and an intense destruc-
ion featured by its short half-life (10–15 min, Sheng and
reenberg, 1990). It suggests therefore that a sustained
-fos mRNA expression occurs during heat exposure. The
igh hypothalamic and pituitary c-fos mRNA levels ob-
erved in HE rats could be interpreted as a sustained
igh-level cell activation. Similarly, the lower hypothalamic
-fos mRNA level in Tol rats could be representative from
low level cell activation. Such a conclusion is strength-

ned by the lack of a heat-induced c-fos mRNA content in
he pituitary gland in Tol rats.

The PVN c-fos expression has been reported to be
ositively correlated with the magnitude of HPA axis re-
ponses to a 30-min psychological stressor exposition
Pace et al., 2005). Furthermore, activator protein-1 (AP-1)
omplex may up-regulate CRF (Senba and Ueyama,
997) and POMC (Autelitano, 1998) gene expressions. In
ur investigation, Tol rats exhibited low c-fos activation
ogether with a high level of terminal products of the HPA
xis, i.e. ACTH and corticosterone. This discrepancy could
e explained by the difference in time course between
-fos expression and HPA axis activation. Tol rats probably
xhibited an early stress phase, followed by a corticoste-
one inhibitory feedback on c-fos expression (Fevurly and
pencer, 2004). This was not observed in HE rats having
igher c-fos mRNA content with lower blood corticosterone
nd ACTH levels. In spite of reduced cell activation, Tol
ats seemed therefore more efficient than HE rats as they
roduced higher levels of ACTH and corticosterone. This
trengthens the hypothesis that HE rats may have experi-
nced a HE HPA axis function rather than an insufficient
lobal reactivity to heat stress.

The exhaustion of the HPA axis in HE rats in spite of
igh cellular activation could be due to an excess in dele-

erious stimuli such as free radical occurrence or excess in
alcium influx. The former possibility is suggested by the
sp70 mRNA increase in both the hypothalamus and pi-

uitary. Although Hsp70 mRNA induction is triggered by
eat, denatured proteins and free radicals (Welch, 1992;
alabrese et al., 2000), it is probable that denatured pro-

eins and free radicals represented the main trigger, at
east in HE rats. The sharper increase in Hsp70 mRNA
bserved in HE rats, as compared with the other groups,
id not correlate linearly with the Tabd increase, suggesting
hat other physiological triggers occurred concomitantly.
he hypothesis is supported by the high amount of MCIP1
RNA expression reflecting both the calcium signaling
athway activation (Rothermel et al., 2003) and the pres-
nce of an oxidative stress (Crawford et al., 1997; Lin et
l., 2003).

Alternatively, an occurrence of local inflammatory pro-
esses may also be considered since Tol rats did not have
ny IL-1� gene activation, whereas HE rats showed a high

L-1� mRNA level in the hypothalamus and pituitary. In Tol
ats, the lack of IL-1� mRNA could be explained either by
lack of stimulation or by a repression of gene transcrip-

ion. The slight hypothalamic increase in c-fos, MCIP1 and
sp70 mRNA suggests that, in Tol rats, protein kinase C

ctivators, high cyclic AMP and free radical concentra- a
ions, calcium influx and AP-1 would initiate the IL-1�
RNA induction (Watkins et al., 1999). The lack of c-fos
nd MCIP1 mRNA induction in Tol rats’ pituitary suggests
hat the stimulation of IL-1� mRNA was minimal. However,
he high level of corticosterone observed in Tol rats would
ave blocked the existing induction since glucocorticoids
re considered as potential inhibitors of inflammatory ac-
ivity (Barnes, 1998; Watkins et al., 1999; Smoak and
idlowski, 2004). Conversely, the high level of IL-1�
RNA observed in HE rats reflects intense stimulation

ogether with a reduced inhibition, as evidenced by the
igher content in c-fos, MCIP1 and Hsp70 mRNA and the

ower plasma corticosterone level. This IL-1� mRNA in-
rease was not accompanied by an enhancement in
NF-� mRNA level as compared with control rats. Since
NF-� protein levels are increased in the blood and brain
f heatstroke rats (Lin et al., 1995; Leon et al., 2006), it can
e assumed that HE rats had not reached heatstroke. The

ncrease in I�B� mRNA in all heat-exposed rats is not
urprising as heat can induce I�B� mRNA (Wong et al.,
999) through the heat shock responsive element in the

�B� promoter (Wong et al., 1997). The higher amount of
�B� mRNA in Tol rats than in HE rats could be explained
y the involvement of glucocorticoids in the I�B� mRNA

nduction. High levels of glucocorticoids up-regulate the
�B� mRNA after immobilization stress in vivo (Quan et al.,
000) as well as in vitro (Scheinman et al., 1995). Similarly
o IL-1� cytokine and opposite to I�B� mRNA expression,
NF-� mRNA may have been repressed in Tol rats by
lucocorticoid inhibitory effects (Barnes, 1998; Smoak and
idlowski, 2004). Indeed, TNF-� mRNA decreased in the
ol rats’ hypothalamus and pituitary as compared with
ontrol rats and was consequently higher in HE rats than in
ol rats. On the contrary, the lack of inhibition together with

he occurrence of higher stimulation by protein kinase C
nd free radicals (Jongeneel, 1994) led to an increase in
he TNF-� mRNA level in the HE rats. Therefore, two
hysiological responses to the same heat stress became
vident. (i) Tol rats exhibiting high I�B� mRNA, low IL-1�
nd TNF-� mRNAs as well as high corticosterone levels,
ere healthy. This suggests that a protective threshold
ay be assigned to the increased I�B� mRNA level and
lucocorticoids in a context of regulated stress. (ii) HE rats
resenting lower I�B� mRNA, higher IL-1� and TNF-�
RNAs, but lower corticosterone level, expressed ele-

ated metabolic rate and metabolic imbalance. This sug-
ests a deficiency in the activation of protective mecha-
isms related to the exacerbation of deleterious mecha-
isms in a context of overwhelming stress. The actual role
f HPA axis impairment in such a situation could be further
tudied by evaluating the impact of corticosterone supple-
entation on the probability of heat illness occurrence.

CONCLUSION

n conclusion, 20% of rats exposed to heat in our con-
itions exhibited a heat intolerance characterized by
levated levels of T , dehydration, metabolic imbal-
abd

nce and decreased HPA axis activation. The concom-
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tance of limited HPA axis activation in spite of high
ypothalamo-pituitary activation suggests that these an-

mals were in an overwhelmed stress activation leaving
oom for inflammation.
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III. Expérimentation 3 : Développement d’une méthode de 
criblage pour l’analyse d’un grand nombre de gènes 
cibles en qRT-PCR en temps réel 

Ces données figurent dans un article soumis à Analytical Biochemistry, sous le titre « Target gene 

identification using quantitative real time PCR pool screening ». 

A. Objectifs 

La RT-PCR quantitative (RT-PCRq) en temps réel est la méthode de référence de quantification des 

ARNm en raison de sa précision, sa reproductibilité, sa sensibilité et sa spécificité. Cependant, un grand 

nombre de gènes est souvent impliqué dans tel processus physiologique ou pathologique à étudier et un 

grand nombre d’animaux souvent impliqué dans les expérimentations. Or, le dosage de la totalité des 

gènes sur tous les échantillons est très long et coûteux. Il est donc indispensable de déceler au préalable les 

gènes cibles les plus pertinents pour l’analyse des voies d’intérêt. Le but de ce travail est de développer une 

méthode de criblage rapide et économique. Elle repose sur l’hypothèse selon laquelle le regroupement de 

tous les échantillons d’un groupe expérimental (pool d’échantillons) est équivalent à la moyenne de tous 

les échantillons de ce groupe. 

B. Matériel de travail 

4. Méthode de travail 

La quantification des ARNm par RT-PCRq nécessite plusieurs étapes : (i) broyage des échantillons ; 

(ii) extraction des ARNm ; (iii) transcription des ARNm en ADNcomplémentaire ; (iv) quantification par 

récation de polymérisation en chaine. La standardisation de toutes ces étapes est indispensable pour une 

quantification de qualité : tous les échantillons doivent être traités de la même manière. De plus, la 

dernière étape nécessite une normalisation : dosage de tous les échantillons de gènes de référence ou gènes 

rapporteurs (gènes pour lesquels l’expression est stable quelques soient les conditions), auquel est rapporté 

le dosage des gènes d’intérêt ou gènes cibles. Si la standardisation et la normalisation sont parfaites, alors 

les quantités de gènes de référence sont identiques dans tous les échantillons. Il en découle alors une 

égalité de la valeur mesurée sur pool d’échantillons avec la moyenne des valeurs mesurées sur tous les 

échantillons. 

La standardisation et la normalisation ne pouvant être parfaites, la moyenne de tous les échantillons 

d’un groupe expérimental diffère de la valeur du pool de ce groupe. Plus la standardisation et la 

normalisation seront de qualité, plus la valeur de pool se rapprochera de la moyenne de tous les 

échantillons. Autrement dit, la capacité de prédiction de la valeur de pool dépend de la qualité de la 

standardisation et la normalisation. Cette méthode de criblage impose donc la quantification des gènes 
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cibles sur les pools uniquement et la quantification des gènes de référence sur la totalité des échantillons 

pour juger la qualité de la standardisation. 

Le but de la méthode est d’attribuer des intervalles de confiance aux valeurs de pool normalisées en 

deux étapes. La première étape du travail consiste à utiliser les paramètres de standardisation pour affecter 

un intervalle de confiance a priori. La deuxième étape utilise en plus une évaluation de l’amplitude de 

variation de l’expression des gènes cibles au sein d’un même groupe expérimental (valeur α), afin 

d’améliorer la précision de l’intervalle de confiance. Les gènes cibles les plus pertinents peuvent ainsi être 

sélectionnés et dosés sur l’intégralité des échantillons. 

5. Echantillons biologiques 

La mise au point et l’évaluation de cette nouvelle méthode d’exploration de la réactivité cellulaire 

s’appuie sur les échantillons de l’expérimentation 2 déjà dosés individuellement et en pool. 

C. Résultats 

Afin de valider cette méthode de criblage, nous avons comparé sur un grand nombre de gènes cibles 

la valeur des pools à la moyenne des valeurs de tous les échantillons de ce pool (valeur réelle) dans les 

groupes formés a posteriori de l’expérimentation 2. 

Pour les gènes largement exprimés, dans la plupart des cas, les encadrements obtenus avec une valeur 

α de 4 sont prédictifs de la valeur réelle, c’est-à-dire que la valeur réelle se trouve dans l’intervalle de 

confiance de la valeur de pool. Pour les gènes faiblement exprimés, une valeur α de 16 est souhaitable 

pour assurer une bonne prédiction. La valeur de pool est d’autant plus prédictive de la valeur moyenne des 

échantillons et les encadrements sont d’autant plus précis que la standardisation et la normalisation sont de 

qualité. 

D. Conclusion 

Cette méthode de criblage permet à partir du dosage pour tous les échantillons des gènes de 

référence, un criblage des gènes cibles sur des pools d’échantillons correspondant aux groupes 

expérimentaux. Elle ne permet pas d’effectuer une analyse statistique et fournit uniquement des données 

qualitatives sur les variations d’expression entre deux groupes expérimentaux. Elle permet cependant de se 

faire une représentation du schéma d’expression génomique a priori afin de doser uniquement ce qui est 

pertinent. 

E. Perspectives 

Cette méthode peut être appliquée au dosage de protéines à condition de connaître ou pouvoir 

évaluer les variations entre les valeurs minimale et maximale d’un groupe. 
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Abstract 

One of the main problem in transcriptional study is to find the relevant target genes to analyze 

pathways involved in physiological and pathological processes. Using pools of all the samples 

of each experimental group and normalization parameters of each sample, we proposed a fast 

real-time qRT-PCR method of screening to choose the relevant target genes, while avoiding 

the quantification of all the samples. This method allows to ascertain confidence ranges to the 

pool normalized values using both a mathematical model and an assumption regarding the 

fold-change between the extreme values within each experimental group (α value). An α 

value of 4 appears to be suitable for most of the cases. However, an α value of 16 gives the 

most accurate predictions for the low expressed genes. The confidence ranges will be smaller 

if the standardization and the normalization are correctly performed. It is important to note 

that this method provides qualitative information, but does not allow to perform any statistical 

analysis. Lastly, this method is suitable for the protein assays provided that  value is 

determined.

Key words : qRT-PCR; pool screening; method; transcription regulation; gene expression, 

mRNA quantification; pathway identification; target gene
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Background

Biological and pathological processes involve changes in gene expression at both the 

transcriptional and translational levels. Most of gene expression studies aim to identify the 

pathways involved in physiological and pathophysiological processes. The main problem is to 

find the relevant target genes to analyze pathways at the transcriptional level for each study, 

not the pathway of choice. For any given target genes, both the existence of a transcriptional 

regulation and a time of sampling accordant to their expression time course are required. 

Thus, screening is necessary to choose the most relevant genes. Microarrays are up to now the 

most efficient method of transcriptional screening. Meanwhile they are costly and time 

consuming to answer a specific question and only allow for a few experimental conditions to 

be tested at a time. We proposed therefore an alternative screening method using real-time 

quantitative RT-PCR (qRT-PCR).

Real time qRT-PCR is currently the gold standard in mRNA quantification, due to the 

accuracy, reproducibility, sensitivity and specificity of the assay. However, the quantification 

of numerous mRNAs is costly and time consuming. Using pooled samples of each 

experimental group appears to be the simplest method to select the best target genes within a 

pathway. However, the average of all the samples within a group differs from the value of the 

pool of the samples of the group. The pool value and the average value are equal if the house-

keeping genes amounts or if the target genes normalized values are identical within all the 

samples of the experimental group. So the predictive application of the pool value is 

dependent on the standardization of the experiment. Thus, this fast screening method requires 

to assess both potential target gene levels in each pool and house-keeping gene levels in each 

sample.

The aim of the present work was to use the standardization parameters, i.e. the normalization 

values of each sample, to affect a confidence range to the pool values through two steps. The 
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first step ascertains an a priori confidence range of the pool value using only the 

standardization parameters. The second step allows to improve the prediction using a realistic 

assumption regarding the variation of the normalized target gene values within each group. 

This method as a whole allows the choice of the most engaging target genes.

Methods

Experimental procedure 

Experimental procedure is described elsewhere [1]. Briefly, 80 animals were exposed during 

90 minutes either to neutral ambient temperature (group a, n=12) or to heat (n=68). The latter 

were distributed in three groups according to their heat tolerance (good (group b, n=19) 

middle (group c, n=30) and bad (group d, n=19) tolerance). In each rat, three samples were 

taken from hypothalamus, frontal cortex and pituitary (tissues A, B and C, respectively). We 

obtained 4 groups for each of the 3 tissues, i.e. 12 experimental groups. The experimental 

study from which were collected the samples was in accordance with ethical French 

guidelines and approved by the Ethical Committee of the French Army Medical Research 

Centre.

Standardization and qRT-PCR conditions

The samples from rat hypothalamus, cortex and pituitary (tissues A, B C) were homogenized 

(200 mg·mL-1) with a Mixer Mill MM300 (30 Hz, 2 min; 2 tungsten 2 mm carbide beads, 

Rescht, Germany) using guanidine thiocyanate lysis buffer (buffer RLT, Qiagen, France). The 

lysates were stored at -80°C until the mRNA extraction. Messengers RNA were extracted 

from 40 µL of lysate (8 mg of tissue) and were eluted in a 50 µL final volume using the 

MagNAPure LC instrument (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) with the Isolation 

Kit II (tissue). Reverse transcription was immediately performed using the Reverse 
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Transcription Core Kit (Eurogentec, Belgium). The reaction was carried out from 4 µL cDNA  

with 50 µM oligo-d(T)15 primer and Rnase inhibitor (2 IU) according to the manufacturer’s

instructions. After performing RT, an equal volume of all cDNA samples was mixed to obtain 

12 pools corresponding to the 12 experimental groups. The cDNA was stored at -80°C until

used. The PCR was carried out with the Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green kit 

(Roche Applied Science) from 0.25 µL of cDNA using a LightCycler instrument. The 

quantitative PCRs were performed for 50 cycles of 95°C for 20 s (denaturation), 53 to 65°C 

for 5 s (annealing temperature) and a final step of 72°C for 8 s (elongation). Primer sets and 

detailed PCR conditions are shown in Table 1. The amplification specificity was checked 

using the melting curve [2]. The crossing point (Cp) values were calculated from the Light 

Cycler Software v.3.5 (Roche Applied Science) using the second derivative maximum 

method. The quantification was achieved using a pool of cDNA samples as calibrator [2], 

according to the comparative threshold cycle method [3].

Normalization

The normalization was performed using geometric averaging of three validated internal 

control genes: CycA, HPRT and β-actin for the hypothalamus and the pituitary (tissue A and 

tissue C respectively) and CycA, β-actine and ARBP for the frontal cortex (Tissue B). 

Expression stability of the potential reference genes was assessed using GENORM software

[4]. The pairewise variations were below 0.15, the threshold below which the inclusion of an 

additional control gene is not required (respectively 0.095, 0.118 and 0.134 for the tissues A, 

B and C). For calculations, the Genorm normalization factor was used as reference gene value 

(ri).

Definition of used parameters
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For each sample, the normalized value (si) of a target gene expression is given by the formula 

si 
ti

ri

(1) were ti and ri respectively represent the concentrations of the target gene and the 

reference gene. It is noticed that smin 
ti

ri

 sMax  (1.1), where smin and sMax are respectively the 

lower and the higher normalized si values. The expression (1.1) is equivalent to 

smin .ri  ti  smin . .ri (1.2) where α is the fold-change between the minimum and the maximum 

si concentrations within an experimental group (  sMax /smin 1 ). 

The mean normalized value (M) of the si values is given by the equation M 
1

n

ti

ri
1

n  (2). The 

measured pool concentration (PT) is given by the formula PT 
ti

n1
n  (3). The normalized 

value of the pool (P) is given by the equation P 
ti

n1

n
ri

n1

n


ti
1

n
ri

1

n
 (3.1). This equation is 

equivalent to P 
PT

rm

 (3.2) where rm represents the measured mean concentration of the 

reference gene within the samples. The fold-change between the P values of the two extreme 

experimental groups is described as ß ratio.

Statistical analysis

Non parametric tests were used in order to avoid as possible hypothesis on value distributions. 

They were performed with the Statistica 6.0 software (Statsoft-France, Maison Alford, 

France). Differences in error risk according to Cp were tested using Fisher's exact test. All the 

values are expressed as means ± SD.

Results and Discussion

A priori confidence range of the mean predicted value.
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It follows from (2) and (3.2) that P=M if and only if ri remains a constant. Consequently, the 

better the experiment standardization and normalization, the closer the value P approaches M. 

Therefore, a validated normalization and an estimate of the standardization allows us to 

estimate M starting from P. Given rMax and rmin, the maximum and minimum values of 

reference gene, it comes 
ti

rMax


ti

ri


ti

rmin

(4). By using (2) and (4), an a priori confidence 

range of the M value is done by the inequality 
1

n

ti

rMax
1

n 
1

n

ti

ri


1

n

ti

rmin
1

n
1

n  (5). It comes 

PT

rMax

 M 
PT

rmin

(5.1). It is noticed that P belongs to the same interval. Consequently, the 

measurement of both the target gene pool value ( ti1

n ) and the samples reference values 

allows for a rough but a priori estimate of M. The substitution of the rMax and rmin values for 

intermediary values in the inequality (5.1), would allow for a better estimation of M. 

However, the most accurate estimate requires assumptions based upon the unknown 

distribution of the parameter si.

Improvement of the confidence range of the predicted mean value 

Given that the reference gene concentrations ri are ranking in decreasing order from r1 to rn. 

The substitution of the rMax (r1) value by the jth decreasing value ( j  1,n ) in equation (5) 

allows to improve the lower limit of the confidence range. This substitution is possible if 

ti

rji1

n

 
ti

rii1

n

 (6). However, (6) can be written as 
ti

rji1

j

 
ti

rji j1

n

 
ti

rii1

j

 
ti

rii j1

n

  (6.1), then 

ti(
1

rj


1

rii j1

n

 )  ti

i1

j

 (
1

ri


1

rj

) which leads to ti(
1

ri


1

rji j1

n

 )  ti

i1

j

 (
1

rj


1

ri

) (6.2). The 

expression ti(
1

ri


1

rji j1

n

 )  is positive, because i  j 1,n  ri  rj  in proportion to the 
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increasing ranking of ri. Likewise, the expression ti

i1

j

 (
1

rj


1

ri

)  is positive, because 

i  1, j  ri  rj . The substitution of the lower and higher ti limits from (1.2) respectively in 

the left and right part of the inequality (6.2) leads to the following expression 

.smin .ri

i1

j

 (
1

rj


1

ri

)  smin .ri(
1

ri


1

rji j1

n

 ) (6.3). This inequality is equivalent to 

. (
ri

rji1

j

 1)  (1
ri

rji j1

n

 )  (6.4). 

Consequently, as for the higher limit, the improvement of the lower limit requires making an 

assumption regarding the value of α  :   (
ri

rji j1

n

 1) / (1
ri

rji1

j

 ) (6.5). This inequality leads 

So, xMax can be substituted by the jth decreasing value rk in inequality (5) if      j  (6.6) 

where   j  (
ri

rji j1

n

 1) / (1
ri

rji1

j

 ) (6.7).

In the same way, the substitution of rmin (rn) value by the kth dereasing value rk ( k  1,n ) in 

the inequality (5) allows to improve the higher limit of the confidence range. This substitution 

is possible if 
ti

rii1

n

 
ti

rki1

n

 (7). This inequality is equivalent to 
ti

rii1

k

 
ti

rii k1

n

 
ti

rki1

k

 
ti

rki k1

n



(7.1). This inequality leads to ti(
1

ri


1

rki k1

n

 )  ti(
1

rk


1

rii1

k

 )  (7.2). 

In proportion to the increasing ranking of ri, the expressions (
1

ri


1

rki k1

n

 ) and (
1

rk


1

rii1

k

 ) are 

both positive ( i  k 1,n  ri  rk  and i  1,k  ri  rk). The substitution of the higher and 

lower ti limits from (1.2) respectively in the left and right part of the inequality (7.2) leads to 

the following .smin .ri.(
1

ri


1

rki k1

n

 )  smin .ri(
1

rk


1

rii1

k

 ) (7.3). This inequality is equivalent to 
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. (1
ri

rki k1

n

 )  (
ri

rk

1)
i1

k

  (7.4). So the inequality (7) is ascertained according to the following 

assumption   (
ri

rk

1)
i1

k

 / (1
ri

rki k1

n

 )  (7.5). In conclusion, the improvement of the higher 

limit requires making an assumption regarding the value of α : xmin can be substituted in 

inequality (5) by the kth decreasing value rk if  k 
1


 (7.6) with Ak as defined in (6.7) : 

k  (
ri

rk

1
i k1

n

 ) / (1
ri

rk

)
i1

k

  (1
ri

rki k1

n

 ) / (
ri

rk

1)
i1

k

 . 

The α values corresponding to the substitution of the rmin and the rMax values are shown in 

table 2 for tissue C. 

Assumption regarding the alpha maximum value

Assessing the  value requires the quantification of the target genes within all the samples. 

Thus, the application of the pool screening method involves an assumption regarding the 

value. In order to define a guideline for  prediction, we have measured the real  value in 

several experimental procedures. Higher  values are observed for high ß ratio, i.e. for 

significant and brief increases in mRNA levels as for immediate early gene expression (Table 

3, gene 1-2) and pro-inflammatory cytokine (data not shown from [2, 5]). Thus, for the setting 

of the guideline, we choose to exclude gene 1 and 2 (c-jun and c-fos), which are known to be 

highly inducible.

Meanwhile, regarding the significant difference in mRNAs levels between groups, a rough 

estimation of  value does not decrease the relevance of the pool screening method even for 

fairly inducible genes (cf Figure 1, a priori range for tissue A gene 4 and tissue B gene 1). 

More precisely in the present study, the  independent a priori pool confidence values 
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ascertained using (5) is always adequate to statistically differentiate expression levels between 

two experimental groups with a ß ratio equal to or higher than 3 (data not shown). 

In the present experiment, excluding highly inducible genes 1 and 2, the α value was 3.6±0.2 

(Table 3). We decided to use the higher limit of the +95% confidence interval value, i.e. 

α=4.0, as assumption regarding the maximum value of α. Further, an α=4 corresponds to a 

realistic interval ranging in a geometric two-fold variation on both sides of the average value. 

Examples of corrected pool confidence values using α=4 are shown in Figure 1. Furthermore, 

this estimated α value of 4 is compatible with previous data. For example, we observed as 

higher limit of the +95% confidence interval value 2.9 and 3.4 respectively for myogenic 

transcription factors in rat skeletal muscle [6] and inducible cytokine genes in rat 

hypothalamus after 8 Gy total body irradiation [2].

Robustness of the predicted mean range regarding the exactness of the alpha maximum 

value

The accuracy of the predicted mean range value appears to be robust regarding the exactness 

of the α value. Indeed, the α values as defined in inequality (6.5) and (7.5) are the maximum 

values that allow for an accurate estimate of the mean, independently of the distribution of the 

si values among the increasing ranking of ri. Though, it arises from the equation (7) that the 

prediction errors due to the underestimation of the α value are dependent upon the distribution 

of the si values among the smallest i ranks. Precisely, the underestimation of the α value tends 

to predict a higher limit of the pool value below the measured average value when the 

maximum si values correspond to the smallest i ranks. In parallel, it arises from the equation 

(6) that errors regarding the lower limit appears when the maximum si values correspond to 

the greatest i ranks. So, reasonable underestimation of the α value should not involve errors in 

the predicted mean range value in most of the cases. As shown in table 3 of the present study, 



11

underestimation of the α value involves errors in the predicted mean range value only in 

approximately 20% of the cases (8/39).

Accuracy of the predicted mean confidence range

Using α=4, the assessed mean value (M) is included in the predicted confidence range of the P 

value in 79 out of 92 tests (86%) for the 12 experimental groups (Table 3, Figure 2). The 13 

M values out of the predicted confidence range value correspond to 9 experimental groups 

(Table 3, Figure 3A). In most of these cases, both the upper and the lower limits are close to 

the assessed mean value, suggesting a relevant prediction of M from P. Though, in one 

experimental group (tissue C, group a), the predicted upper limit is high, close to the a priori 

limit. For this group, the α maximum value for the upper limit decreases dramatically between 

the ranks 2 and 3 (275 to 3, Table 2). This pitfall is due to a large difference in cDNA content 

among the samples between the ranks 2 and 3 (0.46 vs 0.79). Consequently, the accuracy of 

this prediction depends dramatically on the quality of standardization of both RNA extraction 

and reverse-transcription. 

Prediction accuracy for low expressed genes

Low expressed genes are determined by a high Cp value, i.e., above 30. This is the case 

observed for 5 of the 13 wrong predictions (38%, Table 3, A8a, B5a, B5c, B5d, B6a). The 

error of prediction could be attributed to the low gene expression since the proportion of the 

errors is significantly higher in the groups with Cp value above 30 than in the groups with Cp 

value below 30 (respectively, 5/16 vs 8/76, Phi-2= 0.051, p=0.046). Only one group out of 92 

(B6d) exhibits concomitantly an erroneous prediction, α below 4 (3.6) and a Cp value below 

30. However, the B6d Cp value is very close to 30 (29.8) suggesting that the application of an 

α assumption above 4 must increase the prediction accuracy in case of high Cp values. We 
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choose to test an α maximum value of 16, corresponding to a large geometric four fold 

variation around the average value. Such a value allows a right prediction for 4 of the 5 cases 

(Figure 3: A8a, B5a, B5c and B6a). Only the prediction concerning the group which exhibits 

the highest α value, remains erroneous (B5d, α=7.3).  The accuracy of the prediction remained 

nevertheless acceptable for this group regarding the mRNA level variations between groups 

(Figure 3B, left panel).

Prediction accuracy for highly inducible genes

A measured α value above 4 is observed for 8 of the 13 wrong predictions (61%). 

Particularly, the greatest portion of the errors (6/8) are related to only one gene with very high 

α values (Table 3, A2b, A2d, B2c, C2a, C2b and C2c). Correcting the α value as for low 

expressed genes could increase the prediction accuracy. Indeed, using an α maximum value of 

16 allows a correct confidence range for 4/6 cases (Figure 3: A2d, B2c, C2b, C2c). Inasmuch 

the real α value is unknown at the screening time, high α values could be expected using the ß 

ratio calculated from the pool value of the extreme groups. However, due to the large 

variation in mRNA levels, weak prediction errors do not decrease the screening interest for 

highly inducible genes and consequently, an α maximum value of 4 appears to be an adequate 

compromise (Figure 1: A4 and B1).

Guideline for the pool screening method

The quantification of both potential target gene levels in each pool and house-keeping genes 

in each sample allows (i) to obtain an estimate of the normalized mean value (M≈P) and (ii) 

to calculate a confidence range of M using the inequality 
PT

rj

 M 
PT

rk

 (8). The values rj and 

rk are ascertained with the inequalities (6.5) and (7.5) using an assumption regarding the fold-

change α between the minimum and the maximum target gene normalized values within any 
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experimental group. Briefly, rj is the smallest ri value as    j  (6.6) where 

 j  (
ri

rj

1
i j1

n

 ) / (1
ri

rji1

j

 ) (6.7). Likewise, rk is the greatest ri value as k 
1


 (7.6) where 

k  (
ri

rki k1

n

 1) / (1
ri

rk

)
i1

k

 (6.7). Setting α=4 is suitable in most cases regarding the 

robustness of the prediction. However, an α=16 setting appears to be preferable for low 

expressed target genes, i.e. with Cp near or above 30. Calculation can be done using Excel 

data sheet in online supplementary material.

Conclusions

In conclusion, the pool quantification method allows a fast and accurate assessment of mRNA 

levels in any given experimental groups provided that i) the normalization values are 

ascertained for each sample, ii) a realistic assumption is done regarding the fold-change 

between the extreme values within each experimental group (α value). An α value of 4 

appears to be suitable for most of the cases. However, an α value of 16 allows most accurate 

predictions for the low expressed genes (Cp >30).

Importantly, this method allows choosing relevant target genes to analyze pathways at the 

transcriptional level, avoiding the quantification of all samples for many genes. However, this 

screening method does not allow the ability to perform any statistical analysis. It only affords 

qualitative information on the gene expression variation among experimental groups. The 

estimation accuracy is largely dependent on both the standardization and the normalization. 

The size of the a priori range and the subsequent corrected confidence range will be smaller if 

the standardization and normalization were correctly performed. Moreover, this method is 

usable for the proteins assays provided that the fold-change  between maximum and 

minimum sample normalized values is determined.
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Figures

Figure 1: Comparison between P values and real M values. Both a priori range and corrected 

range (α=4) are represented. Values are expressed as percentage of the mean of the four 

groups a, b, c and d. Groups a ( ), b ( ), c ( ) and d ( ).

Figure 2: P values expressed as percentage of the M values in each of the 79 validated cases. 

P values ( ), corrected P range ( ) and M values ( ).

Figure 3: Effect of the α maximum assumption value on the accuracy of the prediction in the 

13 initially non-validated cases. 

Panel A. Corrected range of the P values using α maximum values set at 4 ( ) and 16 ( ). 

Values are expressed as percentage of the M values ( ). 

Panel B. Prediction accuracy for both a low-expressed gene (B5) and a high-expressed gene, 

(C2). M values ( ), P values using α maximum values set at 4 ( ) and 16 ( ). For each gene, 

values are expressed as percentage of the mean of the four groups a, b, c and d.
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Table 1

Table 1. Forward (FW) and reverse (RW) primer sequences used for quantitative PCR assays

gene
target 
gene 

number

Accession 
number 5’-3’ primer sequence

Product size 
(base pairs)

Annealing 
temperature 

(°C)

CycAa NM_017101
FW      GGCAAATGCTGGACCAAACAC

RW      CTTCCCAAAGACCACATGCTTG
94 56

-actina NM_031144
FW      TCAGGTCATCACTATCGGCAATG

RW      TTTCATGGATGCCACAGGATTC
95 54

HPRTb NM_012583
FW      CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC

RW      GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC
123 60

ARBPc NM_02240
FW      CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG

RW      CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG
74 57

c-fos gene 1 NM_022197
FW      CGGAGAATCCGAAGGGAAAG

RW      TGGCAATCTCGGTCTGCAAC
136 55

c-jun gene 2 NM_021835
FW      CAATGGGCACATCACCACTACAC

RW      TCTGGCTATGCAGTTCAGCTAGG
122 61

EGR1 gene 3 NM_012551
FW      CGAGCGAACAACCCTACGA

RW      CGTTATTCAGAGCGATGTCAGAA
63 53

IB gene 4 XM_343065
FW      AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG

RW      CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG
115 57

SOCS3 gene 5 NM_053565
FW      CCTCCAGCATCTTTGTCGGAAGAC

RW      TACTGGTCCAGGAACTCCCGAATG
99 65

MCIP1 gene 6 NM_153724
FW      GACTTTAACTACAATTTTAGCTCCCTGAT

RW      TTGGCCCTGGTCTCACTTTC
80 60

S100B gene 7 NM_013191
FW      TTGGACACCGAAGCCAGAGA

RW      AAGACATCAATGAGGGCAACCAT
101 54

CRF
gene 8 in 
tissue A NM_031019

FW      TGGATCTCACCTTCCACCTTCTG

RW      TTCCTGTTGCTGTGAGCTTGC
85 58

CaMKII
gene 8 in 
tissue B NM_012920

FW      AGATGTGCGACCCTGGAATGAC

RW      CGGGACCACAGGTTTTCAAAATAG
103 54

POMC
gene 8 in 
tissue C NM_139326

FW      TCACCACGGAAAGCAACCTG

RW      TTTCAGTCAAGGGCTGTTCATCTC
108 57

a House-keeping gene for tissue A, B and C b House-keeping gene for tissue A and C c House-

keeping gene for tissue B



Table 2

Limits of α maximum values according to the substituted rank

alpha maximum 

value tissue C

Group a

(n=12)

Group b

(n=19)

Group c

(n=30)

Group d

(n=19)

rank lower limit upper limit lower limit upper limit lower limit upper limit lower limit upper limit

2 95.8 274.9 32.4 348.6 190.1 103.3 27.1 112.5

3 12.5 3.1 12.5 40.3 26.4 28.3 9.7 40.1

4 2.1 1.8 10.2 7.1 12.7 25.0 3.6 9.1

5 2.0 1.8 9.2 5.2 4.4 23.2 2.9 8.9

6 2.0 1.5 8.3 3.4 4.4 17.2 2.4 6.2

7 0.6 0.5 7.1 2.5 3.9 6.9 1.8 1.3

8 0.6 0.5 2.7 1.9 2.9 6.7 1.6 1.3

9 0.5 0.5 1.4 0.9 2.6 6.1 1.1 1.3

10 0.3 0.1 1.1 0.7 2.3 5.1 1.1 0.9

11 0.0 0.0 1.1 0.7 2.0 4.1 0.8 0.9

12 0.5 0.4 1.8 2.1 0.8 0.6

13 0.4 0.1 1.5 1.9 0.7 0.6

14 0.3 0.1 1.1 1.3 0.2 0.4

15 0.2 0.1 0.9 1.1 0.1 0.3

16 0.1 0.1 0.9 1.1 0.1 0.3

17 0.0 0.1 0.8 0.9 0.0 0.1

18 0.0 0.0 0.5 0.6 0.0 0.0

19 0.5 0.6

20 0.2 0.5

substituted rank 3 2 7 5 6 11 3 6

The limits are calculated using the inequalities (6.5) and (7.5) for respectively the lower and 

the upper limit. The ranks corresponding to the lowest α values greater than the assumption 

value α = 4 are underlined.



Table 3

Accuracy of the predicted ranges of the P values. 

tissue A tissue B tissue C
gene group

validation a Cp 
b  value c validation a Cp 

b  value c validation a Cp 
b  value c

a + + 3.5 + + 3.8 + ++ 4.5
b + + 2.9 + + 5.5 + ++ 5.7
c + + 3.9 + + 5.6 + ++ 5.6

gene 1

d + ++ 4.7 + + 6.6 + ++ 8.3
a - + 2.2 + + 3.2 - + 5.4
b - + 6.8 + + 4.0 - + 10.5
c + + 7.7 - + 7.9 - + 10.8

gene 2

d - + 5.9 + + 5.4 + + 13.0
a + + 4.4 + + 2.7 + ++ 5.5
b + + 2.0 + + 4.6 + ++ 3.6
c + + 4.4 + + 3.3 + ++ 5.8

gene 3

d + + 5,9 + + 3.2 + ++ 7.1
a + + 1.4 + + 2.5 + ++ 2.2
b + ++ 2.7 + + 2.6 + ++ 2.5
c + ++ 3.3 + + 3.5 + ++ 2.7

gene 4

d + + 2.4 + + 3.9 + ++ 2.7
a + - 4.3 - - 3.4 + + 4.5
b + - 3.2 + - 2.6 + + 4.6
c + - 2.6 - - 5.0 + - 7.7

gene 5

d + - 5.2 - - 7.3 + + 10.2
a + + 2.2 - - 2.7 + + 3.8
b + + 3.0 + - 2.1 + + 4.7
c + + 2.9 + - 4.2 + + 4.7

gene 6

d + + 2.6 - + 3.6 + + 4.8
a + ++ 1.8 + ++ 2.6
b + ++ 2.6 + ++ 2.1
c + ++ 2.0 + ++ 2.6

gene 7

d + ++ 2.9 + ++ 3.7
a - - 2.0 + ++ 4.9 + ++ 5.7
b + - 3.0 + ++ 1.9 + ++ 3.1
c + - 2.7 + ++ 3.3 + ++ 2.4

genes 8

d + - 5.2 + ++ 2.6 + ++ 3.4

a M value belongs (+) or does not belongs (-) to the predicted range. b  Value of the pool 

crossing point : (++). Cp<25. (+). 25<Cp<30. (-) Cp>30. c Measured α values calculated using 

the equation (1.3).
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I. Introduction 

Nous nous proposons de discuter nos résultats selon trois points. Dans un premier temps, la validité 

méthodologique de notre travail sera discutée, en particulier pour la pré-expérimentation et 

l’expérimentation 1 dans lesquelles entrent en jeu des éléments stressants autres que la chaleur tels que 

l’insertion du thermocouple et les effets secondaires des produits pharmacologiques. Ceci nous conduira à 

vérifier la cohérence des différents signes pathologiques caractérisant un animal intolérant à la chaleur au 

travers de la pré-expérimentation et des expérimentations 1 et 2. 

Dans un second temps, nous discuterons des mécanismes impliqués dans l’émergence d’une 

intolérance selon l’analyse des réponses de stress cellulaire et systémique. 

Enfin, nous essaierons de replacer nos résultats dans la logique théorique du stress et de proposer des 

perspectives théoriques et pratiques. 
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II. Aspects méthodologiques 

L’analyse de la validité des résultats suppose que l’on fasse la part des choses entre les effets du stress 

chaud et ceux des conditions expérimentales, en particulier le stress de mesure de Tco et l’usage de 

produits pharmacologiques. Pour cela, deux stratégies ont été suivies : (i) la discussion des interactions 

entre exposition au chaud et biais expérimentaux ; (ii) l’évaluation de la cohérence entre des 

expérimentations visant le même objectif (définir un sujet vulnérable) avec des méthodes distinctes 

(séparation des animaux par la pharmacologie ou la variabilité inter-individuelle). 

A. Effets des conditions expérimentales 

Le suivi de la température corporelle des animaux par l’insertion d’un thermocouple rectal constitue 

une contrainte non négligeable, induisant un stress juste avant l’exposition à la chaleur. Il peut donc 

constituer un facteur confondant. 

Les animaux PEG peuvent être considérés en état de stress psychologique avant l’exposition à la 

chaleur dans la mesure où ils présentent certains signes. (i) Ils présentent une hyperthermie couramment 

observée lors d’un stress psychologique chez de nombreuses espèces comme l’homme [308], la souris [62, 

170, 367, 494], le cochon [376] et le rat [54, 132]. Cette hyperthermie est aspécifique du stresseur 

puisqu’elle survient dans des conditions comme le changement de cage, les pincements de la queue et les 

interactions sociales [54, 239]. Elle est donc appelée hyperthermie de stress et a même été proposée 

comme variable dans l’évaluation de l’anxiété chez la souris (Stress-Induced-Hyperthermia paradigm) 

[494]. (ii) Les animaux PEG présentent des taux élevés de corticostérone plasmatique, suggérant 

l’activation de l’axe HPA. (iii) Les animaux PEG présentent une activation cérébrale comme en 

témoignent les niveaux relativement élevés des ARNm c-fos. Une telle induction est observée dans le 

cortex après exposition à un environnement nouveau [369], l’immersion et la contention [98] et le foot-

shock [210]. L’absence d’augmentation de l’expression des ARNm Hsp70 suggère que l’intensité du stress 

n’ait pas été suffisante pour induire des Hsp [144, 219] via une dénaturation protéique ou que 

l’hyperthermie est restée en deça du seuil d’induction des ARNm Hsp70 (notre étude et [334]). 

L’exposition au chaud s’est donc effectuée sur des animaux stressés et une interaction a pu exister 

entre les deux stresseurs. Comme les animaux des deux groupes de pharmacologie ont été soumis à la 

même contrainte, on peut penser que l’on a obtenu un contraste avec des animaux stressés ayant ou non 

des concentrations de glucocorticoïdes élevées. 

B. Effets secondaires de la pharmacologie 

L’utilisation de produits pharmacologiques induit des effets secondaires attribuables au solvant PEG 

et/ou à la métyrapone. L’usage de PEG a pu modifier la contrainte chaude et modifier la tolérance à la 

chaleur, rendant les résultats difficiles à confronter avec ceux de la littérature. Par ailleurs, l’usage d’un 
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produit pharmacologique pour inhiber la sécrétion de glucocorticoïdes peut engendrer des effets adjacents 

indésirables susceptibles d’entraver l’interprétation des résultats. 

1. Effets du solvant PEG 

Les effets de l’injection du solvant PEG ont pu être appréciés en comparaison des animaux 

contrôles. Le solvant a induit une hémoconcentration suggérée par l’augmentation des protéines, de la 

créatinine et de l’albumine dans le plasma (résultats partiellement présentés). Cette hémoconcentration est 

restée modérée puisque l’hématocrite ne varie pas de manière significative. Ce résultat est en accord avec 

d’autres études qui décrivent des hypovolémies suite à l’injection sous-cutanée de ce même solvant, 

solution hypertonique séquestrant le liquide extracellulaire dans un compartiment sous-cutané [478, 514]. 

Ces modifications ont cependant concerné les deux groupes de traitements (PEG et métyrapone) de la 

même manière. L’association du stress et de l’hémoconcentration explique sans doute la rapidité de 

l’augmentation de Tco au cours de ces expérimentations avec des durées d’exposition à la chaleur plus 

courtes que celles habituellement décrites [135, 366]. 

2. Effets de la métyrapone 

L’usage de la métyrapone a pu interagir avec les deux paramètres clés de l’expérimentation que sont 

la thermorégulation et la réactivité aux stresseurs (chaleur et thermocouple). Les animaux métyrapone 

sont-ils donc dans le même état que les animaux PEG, (i) quant à la thermorégulation et (ii) au niveau du 

stress ? 

a. La thermorégulation 

En condition basale, durant les deux heures suivant l’injection, les valeurs de Tre des animaux 

métyrapone sont inférieures de 1,2°C à celles des niveaux de base usuellement observés avec la même 

méthode de mesure de température [168]. Cet effet hypothermiant a été décrit uniquement chez le cobaye 

[518]. Comme l’isolement cutané (Tcut et HLI) est similaire chez les animaux PEG et métyrapone, 

l’hypothermie ne peut venir que d’une réduction de production de chaleur non défendue par un 

mécanisme d’isolement. En effet, la mise en place d’un mécanisme d’isolement médiée par une 

vasoconstriction cutanée est habituellement reflétée par une diminution de la Tcut et du HLI [399]. Cette 

hypothermie a été pratiquement supprimée par la stabulation des animaux métyrapone à Ta=29°C durant 

les deux heures après l’injection comme le suggère l’identité des Tre durant la première minute de mesure 

de Tre entre les animaux PEG et métyrapone (expérimentation 1, résultats non présentés), c’est-à-dire 

avant que ne se développe l’hyperthermie de stress. 

Contrairement aux animaux PEG, les animaux métyrapone ne présentent pas d’hyperthermie de 

stress. Les animaux métyrapone ont perçu le stresseur puisque Tcut et HLI diminuent de manière 

comparable aux animaux PEG, suggérant un même niveau d’activation sympathique. L’inhibition de 

l’hyperthermie de stress n’est donc pas le fait d’une absence de perception du stresseur mais plutôt la 
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conséquence d’une inhibition de la thermogenèse [518]. Par ailleurs, si l’hypothermie a pu être combattue 

par la stabulation des animaux métyrapone à Ta=29°C (valeur de la première minute, expérimentation 1), 

l’inhibition de l’hyperthermie de stress n’a pas été supprimée comme le suggèrent les plus basses Tre au 

cours de la totalité de la période de référence chez les rats métyrapone par rapport aux rats PEG 

(expérimentation 1). 

Cette modification de la thermorégulation à Ta=22°C peut faire suspecter une différence de 

thermorégulation des animaux sous métyrapone lors du stress chaud. Ils présentent effectivement des 

variations de Tre entre le début et la fin de l’exposition à la chaleur plus élevées que les animaux PEG. 

Cette différence peut être expliquée (i) soit par une réelle différence de thermorégulation à la chaleur, (ii) 

soit par l’augmentation du gradient thermique entre l’animal et l’environnement, les Tre de début 

d’exposition étant plus basses chez les animaux métyrapone. 

Finalement, les modifications de thermorégulation induites par la métyrapone n’ont probablement 

pas eu de répercussions majeures sur les conditions expérimentales (expérimentation 1) puisque (i) il n’y a 

pas de différence de distribution entre les animaux PEG et métyrapone dans les différents groupes de 

charges thermiques ; (ii) les Tre finales, les durées d’exposition et les AUC40,4 sont similaires entre les 

animaux PEG et métyrapone dans les groupes de charges thermiques HL1 et HL2. L’agression thermique 

subie par les organismes est donc similaire entre les animaux PEG et métyrapone, ce qui autorise une 

comparaison concernant les autres variables. 

b. Sur le stress 

La métyrapone a été considérée comme une substance stressante [405]. Elle a donc pu modifier la 

perception du stress et/ou le développement de la réaction de stress per se. Les modifications biologiques 

et comportementales observées chez nos animaux métyrapone sont-elles en relation avec le stress ? Les 

animaux ont présenté un stress puisque la réaction vasoconstrictrice observée d’après les données de la 

thermorégulation suggère une activation de l’axe sympathique. De plus, cette activation est analogue à 

celle observée chez les animaux PEG, indiquant une réaction « d’amplitude normale ». 

¾ Les signes biologiques du stress 

L’injection de métyrapone provoque une hyperglycémie (nos résultats et [106, 405, 518]) 

classiquement causée par les glucocorticoïdes et les catécholamines lors du stress [176]. Elle ne peut pas 

s’expliquer par une augmentation des glucocorticoïdes, obligeant à proposer des hypothèses alternatives : 

(i) une activation du système sympathique, conduisant à la libération d’adrénaline et de noradrénaline par 

la zone médullaire des glandes surrénales. Cette hypothèse est en faveur d’un effet stressant de la 

métyrapone en conditions basales, mais reste peu probable en raison des variations similaires de Tcut et 

HLI entre animaux PEG et métyrapone. (ii) Une modification profonde du métabolisme glucidique avec 

glycogénolyse hépatique et musculaire [327], mobilisation des lipides pour la néoglycogenèse et une 
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moindre utilisation du glucose circulant par les cellules [255, 256]. Cette hyperglycémie ne peut être 

assimilée à une marque de stress [405], mais plutôt à une intolérance au glucose assez analogue au diabète. 

Au-delà de l’inhibition de la synthèse de glucocorticoïdes, l’injection de métyrapone modifie 

profondément d’autres paramètres de l’axe HPA. Elle entraîne (i) une augmentation de la concentration 

plasmatique d’ACTH chez le rat [107, 191, 404, 405] et l’homme [9, 227, 295] ; (ii) une augmentation de 

libération hypothalamique d’AVP et de CRF [95], ainsi qu’une augmentation de la transcription du CRF 

dans la région parvo-cellulaire du PVN [191] ; (iii) une activation du PVN suggérée par l’induction des 

ARNm c-fos [191] ; (iv) une modification de la dynamique de l’axe HPA suite à une injection unique [404]. 

Ces modifications de l’axe HPA peuvent être liées à une levée du rétrocontrôle inhibiteur des 

glucocorticoïdes agissant aux deux niveaux hypothalamique et hypophysaire, mais aussi à une activation 

directe de la libération de CRF cérébral [216]. Seul ce dernier mécanisme est en faveur d’un stress accru, à 

condition que la libération de CRF soit équivalente à stress. 

L’exposition au stress est usuellement suivie d’une activation cérébrale dont la marque est une 

augmentation de la transcription de c-fos [98, 369]. De fait, l’injection de métyrapone est suivie d’une 

augmentation de l’immunofluorescence de c-fos dans les cortex cingulaire et frontal, l’amygdale, 

l’hypothalamus et le locus coeruleus [405]. Cette activation correspond à l’augmentation non significative 

d’ARNm c-fos dans le cortex frontal chez les animaux métyrapone de notre pré-expérimentation. Elle 

s’explique par (i) le retrait du rétrocontrôle inhibiteur des glucocorticoïdes via les GR [423] jouant à la fois 

sur l’axe HPA et sur le cortex frontal [320]. Cette hypothèse est soutenue par le fait que la dexaméthasone, 

un agoniste GR, réduise l’augmentation de l’expression des ARNm de c-fos dans le cortex induite par le 

stress [323]. (ii) Le maintien de l’activation MR chez les animaux traités par métyrapone. En effet, les 

concentrations de glucocorticoïdes après injection de métyrapone sont toujours à un niveau compatible 

avec une saturation des récepteurs MR sans saturation des récepteurs GR. Ceci suppose qu’il existe un 

équilibre entre activation MR et inhibition GR, hypothèse soutenue par le fait que l’adrénalectomie, 

annulant toute présence de glucocorticoïdes, ne modifie pas l’augmentation d’expression corticale des 

ARNm c-fos après stress de contention aigu ou chronique [326]. 

¾ Les signes comportementaux du stress 

Sur un plan comportemental, la métyrapone réduit plutôt la perception du stress comme le suggèrent 

les données de la littérature montrant (i) un effet anti-dépresseur de la métyrapone lors de situations 

stressantes. Ainsi, l’administration de métyrapone réduit le temps d’immobilité au cours d’un test de nage 

forcée [17] et favorise l’adaptation comportementale face à des immobilisations répétées [228] ; (ii) un effet 

anxiolytique puisqu’elle réduit les comportements anxiogènes dans le labyrinthe en croix surélevé induits 

par un stress de contention [64]. Le mécanisme pourrait être lié à la déplétion glucocorticoïdergique 

puisque l’adrénalectomie et l’infusion d’antagonistes aux récepteurs GR et MR suppriment les 

comportements anxiogènes observés dans le labyrinthe en croix surélevé après un stress de contention 

[65]. Alternativement, on ne peut exclure que l’activation de l’axe HPA que suscite la métyrapone 
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n’induise une accumulation du précurseur de la corticostérone, la 11-DOC et ses dérivés, la 5α-

dihydrodésoxycorticostérone (5α-DHDOC) et la 3α, 5α-tétrahydrodésoxycorticostérone (3α, 5α-THDOC) 

[409]. Ces métabolites facilitent la transduction des récepteurs GABAA par modulation allostérique [387, 

388, 408, 409] et potentialisent l’inhibition induite par la libération endogène de GABA [387, 408]. Ainsi, 

l’étifoxine, modulateur positif des récepteurs GABAA, présentent un effet anti-dépresseur et anxiolytique 

chez le rongeur et l’homme [35, 428, 441] et atténue l’hyperthermie induite par la manipulation [496]. 

¾ Conclusion 

La réalité d’une interaction de la métyrapone sur le stress est donc complexe avec des arguments 

pour une action stressante comme l’induction de marqueurs biologiques de stress et des arguments contre 

comme les comportements témoignant d’une réduction du stress psychogène. Cet aspect très contrasté 

explique peut-être pourquoi le groupe des animaux à risque comporte autant d’animaux ayant reçu la 

métyrapone que d’animaux ayant reçu le PEG. Même si la metyrapone agit sur le stress, le résultat ne 

provoque pas de perturbation majeure sur la réponse à la chaleur, ce qui autorise une comparaison des 

groupes PEG et métyrapone. 

C. La cohérence inter-expérimentations 

1. Introduction 

La validité des résultats obtenus peut également s’apprécier sur la base de la cohérence entre les 

expérimentations menées selon des modèles différant par les caractères suivants : (i) modulation 

pharmacologique vs utilisation de la variabilité inter-individuelle, (ii) exposition au chaud d’animaux 

stressés vs animaux non stressés, (iii) charge thermique croissante par utilisation de durées différentes 

d’exposition au chaud vs durée identique et utilisation de la variabilité inter-individuelle. Cette cohérence 

entre expérimentations peut se juger sur deux points que sont la définition de l’intolérance à la chaleur et 

le mécanisme d’interaction entre stress et tolérance à la chaleur. Le premier point sera traité dans le 

chapitre ci-dessous et le second point dans la partie de discussion relative aux mécanismes en cause. 

2. Tableau de l’intolérance à la chaleur 

Les deux modèles expérimentaux apportent des résultats concordants concernant la caractérisation 

d’un animal intolérant à la chaleur. Pourtant, les critères du jugement utilisés ont évolué d’une 

expérimentation à l’autre, mais entrent toujours dans les critères fiables proposés dans les hypothèses de 

recherche (III.C., page 80) : (i) animaux dont la charge thermique a dépassé les 20°C.min (apparition du 

risque de mortalité dans les 24 heures selon [203]) dans la pré-expérimentation et l’expérimentation 1, (ii) 

et animaux dont la Tabd est la plus élevée (qualifiés de HE ou intolérants) dans l’expérimentation 2. En 

dépit de ces différences de critères et des différences de méthodes expérimentales, c’est bien la même 

réalité qui a été appréhendée comme le suggèrent les différentes variables biologiques mesurées. 
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a. Déshydratation et thermorégulation 

Les animaux intolérants présentent une déshydratation caractérisée par une augmentation de 

l’hématocrite et de la concentration en protéines plasmatiques. Cette déshydratation est probablement la 

conséquence d’une mauvaise économie des processus thermorégulateurs mis en œuvre pour lutter contre 

l’augmentation de la température interne. La thermolyse se fait par vasodilatation cutanée, miction suivie 

d’évaporation, halètement [167]. L’inefficacité de la thermorégulation s’observe par des températures 

centrales plus élevées et donc, des charges thermiques plus fortes. La différence de pente de stockage 

thermique observée en télémétrie selon le groupe est de ce point de vue édifiante. Il est toutefois difficile 

de savoir si cette situation est la conséquence d’une insuffisance de thermolyse ou d’un excès de stockage 

de chaleur, que se soit par production endogène (forte activité locomotrice, défaut d’inhibition de la 

thermogenèse) ou par défaut de thermolyse (vasodilatation insuffisante) [167]. 

b. Métabolisme 

Les animaux intolérants à la chaleur présentent une forte augmentation du lactate sanguin dont 

l’accumulation laisse suggérer l’existence d’un déséquilibre métabolique. Dans des conditions de stress 

thermique et de déshydratation, l’augmentation du lactate sanguin est directement liée à l’augmentation de 

la température corporelle [552]. Une origine cérébrale du lactate peut être suspectée dans la mesure où les 

animaux sont au repos et que des augmentations de lactate cérébral ont été observées chez le rat en CC, 

associées à des élévations de glycérol, radicaux libres et glutamate [83]. 

Les animaux intolérants présentent aussi une forte mobilisation énergétique, témoignée par la 

diminution de la concentration plasmatique de triglycérides associée à l’augmentation de celle du glycérol. 

Cette mobilisation des triglycérides reflète probablement une libération de catécholamines, faisant 

suspecter une activation sympathique médullo-surrénale [96]. Cette même situation est observée lors d’un 

stress d’immobilisation chez le rat, accompagnée d’une augmentation de la glycémie [393]. 

L’hyperglycémie n’étant pas observée chez nos rats intolérants, une augmentation de la consommation 

tissulaire en glucose peut être suspectée à la chaleur. Cette hypothèse est soutenue par l’élévation de la 

lactatémie, évocatrice d’une bascule vers un métabolisme anaérobie [552]. 

c. Inflammation 

Aucune inflammation systémique n’a été détectée puisqu’on ne retrouve pas de cytokines IL-1β 

(expérimentations 1 et 2) ou TNF-α (expérimentation 2) dans le sang (résultats non montrés). Cette 

absence d’augmentation s’explique par la brièveté de l’exposition à la chaleur, entre 60 et 90 min, 

insuffisante pour laisser une néosynthèse s’installer. En effet, les délais d’apparition des cytokines IL-1β et 

TNF-α observés dans la littérature sont généralement supérieurs à 60 min lors d’une exposition à la 

chaleur [91, 284, 288, 291, 358, 522]. A l’extrême, aucune augmentation d’IL-1β n’est observée chez la 

souris après 252 min d’exposition à la chaleur, alors que leur température corporelle atteint 42,7°C, ce qui 
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correspond à un stress chaud intense avec 8% de mortalité. En revanche, l’augmentation est présente 115 

min après l’arrêt de l’exposition, soit environ 6 heures après le début de l’exposition [266]. 

Pour autant, les ARNm d’IL-1β sont augmentés dans le cerveau, laissant penser que les mécanismes 

de l’inflammation ont été lancés. Cette augmentation a été observée après 60 min et/ou 90 min 

d’exposition à la chaleur dans l’hypothalamus et le cortex frontal avec une forte cohérence dans ce dernier 

entre les expérimentations 1 et 2 puisque les augmentations sont respectivement 2,4 et 2,5 fois plus 

élevées chez les animaux à risque et les animaux intolérants par rapport à leur témoins respectifs. Pour le 

TNF-α, l’induction est moins marquée puisqu’une augmentation des ARNm est observée (i) dans le cortex 

frontal uniquement chez les animaux métyrapone du groupe à risque létal après 60 min d’exposition à la 

chaleur et (ii) seulement dans l’hypothalamus des animaux intolérants après 90 min d’exposition à la 

chaleur. Ces augmentations cérébrales sont en accord avec la littérature puisque (i) les protéines IL-1β 

[284] et TNF-α [283] sont augmentées dans le tissu cérébral après CC (soit 80 min après le début 

d’exposition à la chaleur de rats anesthésiés), suggérant l’induction des ARNm en amont ; (ii) les ARNm 

IL-1β et TNF-α augmentent dans le cortex, avec un pic une heure après ischémie-reperfusion [510]. 

Cette activation des processus pro-inflammatoires apparaît avant les premières manifestations 

cliniques de CC, puisque les animaux sont tous conscients et leur Tco finale reste en dessous du CTM 

défini par Erskrine [135]. Elle constitue donc un marqueur pré-clinique de vulnérabilité à la chaleur. 

L’augmentation des ARNm TNF-α est moins franche, laissant suggérer une induction plus tardive du 

TNF-α en rapport à l’IL-1β dans l’évolution physiopathologique du CC. Les ARNm TNF-α peuvent donc 

être considérés comme un marqueur de souffrance cellulaire plus avancé que les ARNm IL-1β dans la 

genèse du CC. Le dosage des ARNm de ces deux cytokines n’est donc pas redondant mais 

complémentaire car il amène un critère de gravité dans le développement de la pathologie du CC. 

Cette présence d’ARNm de cytokines cérébrales et leurs cinétiques d’apparition rapides ne peuvent 

valider l’exclusivité de l’origine périphérique des cytokines, que ce soit par traversée passive ou active de la 

barrière hémato-encéphalique (BHE), par libération de NO et prostanoïdes ou par stimulation du nerf 

vague (I.C.4., page 39). L’hypothèse immuno-inflammatoire périphérique [342] ne peut donc constituer le 

fondement de l’émergence du CC. Pour autant, si la translocation des endotoxines digestives n’est pas à 

l’origine du CC, elle intervient dans la genèse du SRIS. Nous apportons donc ici une preuve d’activation 

de processus inflammatoires locaux au niveau du tissu cérébral. Il est probable que cette activation existe 

aussi dans d’autres organes. 

d. Activation cérébrale 

Les animaux contrôles présentent des quantités d’ARNm des trois IEGs détectables dans le cortex 

frontal et l’hypothalamus, renforçant l’hypothèse d’une présence constitutive de ces ARNm, non 

systématiquement détectée, en particulier pour c-fos [98, 192, 205] (Pré-requis, I.B.1., page 86). A la 

chaleur, leur expression augmente faiblement chez les animaux tolérants et augmente d’avantage chez les 

animaux intolérants, quelque soit la région cérébrale. Cette activation cérébrale à la chaleur est en accord 
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avec l’augmentation des ARNm c-fos dans l’hypothalamus observée dès 20 min d’exposition à la chaleur 

de rats anesthésiés [290, 482]. Les variations les plus importantes entre tolérants et intolérants sont 

observées pour c-jun (multipliée par 3,7 et 2,6 respectivement dans l’hypothalamus et le cortex frontal) et 

pour c-fos (multipliée par 3,0 et 2,8 respectivement dans l’hypothalamus et le cortex frontal) et les plus 

faibles pour EGR1 (multipliée par 1,5 et 1,4 respectivement dans l’hypothalamus et le cortex frontal). La 

discrémination des animaux intolérants à la chaleur est donc plus difficile par le dosage de EGR1 que par 

celui de c-fos et c-jun, ces deux derniers apportant des informations similaires. 

Cette différence de patron d’expression entre les IEGs laisse suggérer des mécanismes d’induction 

différents à la chaleur. Comme abordé dans les pré-requis (I.B.2., page 87), les glucocorticoïdes pourraient 

jouer un rôle différentiel sur les IEGs : leur action inhibitrice s’exercerait principalement sur c-fos et c-jun 

et dans une moindre mesure sur EGR1 [390, 439, 485]. Ceci peut en partie expliquer la moindre variation 

des ARNm EGR1 entre tolérants et intolérants, comparativement à celle des ARNm c-fos et c-jun. 

e. Agression cérébrale 

Dans la pré-expérimentation, l’expression corticale des ARNm Hsp70 est augmentée chez les 

animaux en hyperthermie et l’est davantage chez les animaux en CC. Dans l’expérimentation 1, 

l’expression corticale des ARNm Hsp70 est déjà augmentée chez les animaux dont la charge thermique est 

inférieure à 20°C.min, mais l’est bien d’avantage chez les animaux dépassant les 20°C.min. Des résultats 

analogues ont été observé dans l’expérimentation 2 à la fois dans le cortex frontal, l’hypothalamus et et 

l’hypophyse : l’expression des ARNm Hsp70 est faiblement augmentée chez les animaux tolérants, l’est un 

peu plus chez les médians et l’est bien d’avantage chez les intolérants. Ainsi, une forte cohérence 

d’expression d’ARNm Hsp70 existe entre les trois expérimentations et l’expérimentation 1 permet de 

modéliser l’induction des ARNm Hsp70 à la chaleur chez l’animal naïf. 

L’augmentation des ARNm Hsp70 est très précoce (45 min d’exposition à la chaleur) et concerne les 

deux types d’Hsp70. Une telle réactivité a déjà été observée [32, 312], mais encore jamais décrite pour les 

deux types d’Hsp70. En revanche, nos résultats ne montrent pas d’induction différentielle à la chaleur. La 

modélisation de l’expression d’ARNm Hsp70 en fonction de la Tre de l’animal à la fin de l’exposition a 

permis d’identifier un caractère exponentiel de l’induction des ARNm Hsp70 et de calculer leur seuil 

d’apparition (Figure 22). Celui-ci se situerait aux alentours de 39°C pour les deux types d’Hsp70, ce qui 

confirme les données de [32], montrant une induction pour des températures corporelles inférieures à 

40°C. Les mécanismes sous-jacents de cette relation seront abordés dans le chapitre suivant (III.A.3., page 

128). 

La présence d’une agression cérébrale est corroborée par les augmentations des ARNm MCIP1, 

relativement faibles chez les tolérants et plus marquées chez les intolérants. Les animaux intolérants 

présentent donc des signes de forte activation calcique en relation avec la quantité de protéines dénaturées. 
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f. Conclusion 

Ainsi, malgré les différences de méthodes expérimentales et les biais qui en découlent, les différences 

de critères de jugement utilisés, l’un basé sur la charge thermique et le risque létal et l’autre sur la Tabd 

finale, nous aboutissons à une forte cohérence de caractérisation d’un animal intolérant à la chaleur. 

L’évolution progressive, voire exponentielle pour les Hsp70, de tous les paramètres étudiés entre les 

animaux contrôles, les animaux à faibles risques ou tolérants, et les animaux à hauts risques ou intolérants 

est en faveur d’un continuum d’évolution physiopathologique vers le CC. 

 

Tableau 8 : Résumé des caractéristiques des animaux tolérants et intolérants à la chaleur au niveaux systémique et 
cérébral. 

 TOLERANTS INTOLERANTS 

niveau systémique 

Déshydratation modérée 
Activation sympathique modérée 
Faible activation métabolique 
Concentrations élevées d’ACTH et de 
glucocorticoïdes 
Absence d’inflammation systémique 

Déshydratation sévère 
Hyperactivation sympathique 
Déséquilibre métabolique 
Moindres concentrations d’ACTH et de 
glucocorticoïdes 
Absence d’inflammation systémique 

niveau cérébral 

Faible activation cellulaire 
 ARNm Hsp70 avec corrélation à la 

charge thermique 
Signes d’agression cellulaire faibles 
Absence d’activation des processus 
inflammatoire (ARNm IL-1β et TNF-α) 
Activation processus anti-inflammatoire    
(  ARNm IκBα) 

Hyperactivation cellulaire 
 ARNm Hsp70 avec disparition de la 

corrélation à la charge thermique 
Signes d’agression cellulaire 
Activation des processus inflammatoires  
(  ARNm IL-1β et TNF-α) 
Absence d’activation processus anti-
inflammatoire (ARNm IκBα) 
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III. Les mécanismes de la vulnérabilité à la chaleur 

A. Rôle du stress cellulaire dans la vulnérabilité à la chaleur 

1. Hypothèse originelle 

Les données de la littérature permettaient de supposer que la vulnérabilité à la chaleur pouvait être 

liée à un défaut d’induction en Hsp70. Chez l’homme, la sévérité du CC est positivement corrélée à la 

quantité d’anticorps anti-Hsp70 [511, 527]. Chez l’animal, la surexpression d’Hsp70 conduit à une 

amélioration de la réponse physiologique à la chaleur [263, 508, 534]. Ce caractère protecteur des Hsp70 à 

la chaleur légitime l’hypothèse d’un défaut de production d’Hsp70 chez les intolérants. 

2. La relation Hsp70-risque de CC 

Cette hypothèse initiale est réfutée par les résultats concordants apportés par les deux modèles 

expérimentaux. Les animaux les moins tolérants à la chaleur présentent les niveaux d’expression d’ARNm 

Hsp70 les plus élevés et inversement, les animaux les plus tolérants sont ceux présentant les taux les plus 

réduits d’expression d’ARNm d’Hsp70. Les animaux vulnérables à la chaleur ne présentent donc pas de 

défaut de production d’ARNm Hsp70. 

Il est clair que les ARNm Hsp70 ne portent pas en eux-mêmes de valeur protectrice puisque celle-ci 

repose sur l’expression de protéines fonctionnelles, lesquelles ne sont détectées seulement quatre heures 

après le début de l’exposition à la chaleur [312, 520]. Si les protéines Hsp70 agissent, ce ne peut être que 

dans la phase de récupération après exposition à la chaleur. Le niveau d’expression des protéines Hsp70 

pourrait alors éventuellement être corrélé à l’étendue des lésions ou au taux de survie après le CC. Or, nos 

travaux sont focalisés sur la phase d’induction de la pathologie thermique. Il est donc peu probable que les 

protéines Hsp70 néosynthétisées interviennent dans la vulnérabilité à la chaleur. Tout au plus peut-on 

incriminer les taux d’expression de protéines Hsc72 constitutives ou Hsp70 préinduites par un 

conditionnement préalable. Les ARNm Hsp70 transcrits lors de la phase précoce ne peut être prédictive 

du niveau de tolérance à la chaleur, mais interviennent néanmoins dans les chances de survie après le CC 

s’ils sont traduits en protéines fonctionnelles. 

Il existe donc une phase intermédiaire durant laquelle les protéines Hsp70 sont en cours d’expression 

sans être pleinement opérationnelles. Pendant cette phase sans protection, il existe une agression 

environnementale chaude et une consommation énergétique du fait de la synthèse protéique en cours. 

C’est une phase de vulnérabilité, insérée entre l’absence de risque et l’apparition d’une protection. Sa durée 

peut être réduite au maximum chez les animaux tolérants par une induction rapide des Hsp70 aboutissant 

à une protection avant que la situation physiologique ne se dégrade, mais aussi chez les animaux 

intolérants par une dégradation rapide de la situation physiologique avant que la protection ne puisse 

apparaître. Le risque de CC s’inscrit donc dans le cadre d’une cinétique avec une compétition entre 
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l’enclenchement des mécanismes lésionnels et l’induction des mécanismes protecteurs. Cette cinétique 

n’est pas linéaire mais exponentielle, suggérant l’existence d’une véritable course contre la montre entre 

mécanismes délétères cellulaires et protecteurs. 

3. Les ARNm Hsp70 comme marqueurs de stress cellulaire 

Pour considérer la production d’ARNm d’Hsp70 comme marqueur de l’agression cellulaire, il faut 

déterminer la quantité d’ARNm Hsp70 transcrits en réponse à un niveau de contrainte identique chez tous 

les animaux. Or, le niveau de contrainte extérieure (Ta) appliqué à l’animal ne reflète pas nécessairement le 

niveau de contrainte réel subi par les cellules exprimant les Hsp. Comme dans le cadre du stress 

psychologique, le niveau de stresseur appliqué n’a pas de rapport direct avec le niveau de stresseur 

biologique perçu et donc de stress généré. Il existe une transformation non linaire du stresseur physique 

en un stresseur biologique. 

Cette remarque contraint à réfléchir en termes de stresseur biologique et non en termes de stresseur 

physique. Le niveau de contrainte cellulaire ne peut pas être contrôlé mais on peut supposer que le niveau 

de Tco, ou la charge thermique soit un indice suffisant, la chaleur étant le principal stimulus de l’induction 

des Hsp [244]. Nos résultats montrent que cette relation n’est valable que pour de faibles charges 

thermiques, autrement dit à des niveaux encore physiologiques. Une analyse de corrélation effectuée dans 

l’expérimentation 1 au sein de chacun des deux groupes de charges thermiques permet de préciser les 

inducteurs potentiels des ARNm Hsp70. Pour de faibles charges thermiques, on observe une forte 

corrélation entre expression d’Hsp70 et AUC40,4, ce qui suggère que la température locale soit l’inducteur 

principal et direct des ARNm Hsp70. Ce résultat corrobore les études reliant le niveau d’ARNm Hsp70 à 

la température corporelle et la durée d’exposition [32] et considérant la chaleur comme le principal 

inducteur d’Hsp70 [244]. L’induction modérée des ARNm Hsp70 peut alors être considérée comme un 

marqueur précoce de la réactivité cellulaire cérébrale à la chaleur, non pathologique. 

Dans la zone d’intérêt pathologique, à la contrainte thermique s’ajoute d’autres modifications 

cellulaires potentiellement inducteurs des Hsp70. En effet, les mêmes études de corrélation montrent que, 

pour de fortes charges thermiques, la corrélation entre expression d’Hsp70 et AUC40,4 disparaît, suggérant 

l’apparition d’autres facteurs inducteurs. Ces facteurs additionnels pourraient inclure : (i) le déséquilibre 

métabolique [244], révélé par l’accumulation de lactate sanguin [552] ; (ii) des facteurs-tiers activant à la 

fois la transcription d’IL-1β et Hsp70 comme les activateurs de PKC, des concentrations élevées d’AMPc 

et de radicaux libres, une augmentation du [Ca²+]i, la formation de complexes AP-1 [244, 513]. Ainsi, 

lorsque l’expression des ARNm Hsp70 n’est plus directement reliée à la charge thermique, son niveau peut 

être considéré comme un marqueur de souffrance cellulaire, à un moment où l’organisme entre dans un 

état pathologique. Le stress perçu par la cellule devient la somme du stresseur appliqué (la chaleur locale) 

et du stresseur né de la dysfonction cellulaire. Ceci est en accord avec la relation exponentielle entre 

expression d’ARNm Hsp70 et Tre finale. 
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4. L’ambiguité du pré-conditionnement 

Pour autant cette analyse ne peut se tenir que dans la mesure où les animaux sont exposés naïvement 

à la chaleur. Les modèles basés sur la pré-induction des Hsp70 ne permettent que de mettre en évidence le 

rôle neuroprotecteur des Hsp70 et d’analyser les mécanismes empruntés. Toute modification des 

conditions de la cinétique de compétition entre facteurs délétères et protecteurs décale les seuils de zones 

vers des niveaux d’agression physique plus intense. Pour une cellule, posséder des taux « constitutifs » plus 

élevés d’Hsp70 permet de se protéger contre des quantités plus élevées de protéines dénaturées de 

manière synchronique mais aussi de déclencher la néosynthèse avec une cinétique plus grande. En effet, 

l’apparition de protéines dénaturées mobilise les molécules d’Hsp70 constitutives, entraînant un clivage 

des HSF qui conduit à l’activation de la transcription. Les quantités de protéines dénaturées prises en 

charge ainsi que d’HSF activés induisant la néosynthèse d’Hsp seront donc d’autant plus importantes que 

la quantité de protéines Hsp70 constitutives est elévée (III.D.2., page 66). C’est donc la relation entre 

stress physique et stress biologique qui est affectée. 

Or l’utilisation d’un modèle naïf, comme nous l’avons fait, permet de mieux coller à la réalité de 

l’intolérance à la chaleur chez l’homme. En effet, dans le CCC, il n’y a généralement pas de 

pré-conditionnement possible. Ce pré-conditionnement peut éventuellement exister chez des sujets 

pratiquant des exercices intenses et prolongés dans le cadre du risque de CCE. En effet l’exercice favorise 

l’expression d’Hsp70 dans le cerveau [66, 506], le cœur [66, 359] et le muscle [459] et est associée à une 

protection contre le CC [207]. Dans ce cas, on peut considérer que les sportifs sont moins vulnérables à la 

chaleur, comme le suggère l’excellente tolérance à la chaleur des marathoniens capables de continuer leur 

course à des niveau de Tco très élevés sans signes cliniques de CC [311]. 

5. Conséquences thérapeutiques potentielles 

Le fait qu’il puisse exister une période de vulnérabilité entre production d’ARNm et de protéines 

Hsp70 et que les taux de protéines Hsp70 puissent être protecteurs lors de la phase de SIRS, indique 

qu’une voie thérapeutique puisse exister. Cette voie double repose sur (i) une accélération de l’expression 

des Hsp70 par des composés ayant la capacité d’induire per se les Hsp comme l’herbimicyne A, un 

inhibiteur des TR [413], le geldanamycine et ses dérivés, la cyclosporine, la doxorubicine, les 

glucocorticoïdes, les anti-inflammatoires non stéroïdiens [379] ; (ii) une réduction de la pression en 

protéines dénaturées par traitement en inhibiteurs de NO synthase [235, 306], en anti-radicaux libres 

comme le magnolol [84], l’α-tocophérol [358] et le EGB-761 [448], améliorant tous la tolérance à la 

chaleur. Il ne faut toutefois pas perdre de vue que cette néosynthèse est coûteuse en énergie et qu’elle 

survient dans un contexte cellulaire de fragilité métabolique. Il importe donc de l’associer à une véritable 

réanimation cellulaire limitant la néosynthèse à ce qui est utile par la réduction de la demande. 
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6. Conclusion 

En conclusion, la valeur accordée au taux d’ARNm Hsp70 doit être appréciée en terme de zones, ces 

zones étant parfaitement bien définies par le caractère exponentiel de leur induction. Pour de faibles 

valeurs d’ARNm Hsp70, il s’agit d’une zone de fonctionnement allostasique dont le coût n’a pas dépassé 

les capacités cellulaires. Pour de fortes valeurs, il s’agit d’une zone de fonctionnement allostasique pour 

laquelle le coût a dépassé les capacités cellulaires, générant en lui-même un coût induit. Le stress cellulaire, 

lorsqu’il est dépassé induit un cercle vicieux auto-catalytique que reflète bien le mécanisme d’induction des 

Hsp70, agissant à une multitude de niveaux (III.D.3., page 67) et la courbe exponentielle qui en découle 

(Figure 22). 

B. Rôle du stress systémique dans la vulnérabilité à la chaleur 

1. Hypothèse originelle 

En dépit de la faiblessse des données de la littérature relative à la tolérance à la chaleur suggérant 

qu’une insuffisance du stress soit à l’origine du CC, nous avons fait l’hypothèse d’un défaut de sécrétion de 

glucocorticoïdes chez les animaux les plus vulnérables à la chaleur. Cette hypothèse était basée sur les 

données de la littérature liant un déficit en glucocorticoïdes à une gravité des pathologies reliées (II.D.2.c, 

page 59). 

Les deux modèles expérimentaux apportent des arguments en faveur d’un déficit en glucocorticoïdes 

associé à une plus grande vulnérabilité à la chaleur : (i) les animaux déplétés en glucocorticoïdes de 

manière pharmacologique sont ceux dont l’activation pro-inflammatoire cérébrale est la plus avancée  ; (ii) 

les animaux les moins tolérants (niveau de Tco final élevé, déséquilibre métabolique, inflammation 

cérébrale plus avancée) pour un niveau de contrainte environnemental identique présentent un niveau de 

corticostérone plasmatique inférieur à celui des animaux les plus tolérants (Concentration plasmatique de 

corticostérone (en ng.mL-1) dans : (a) expérimentation 1 : 518±55 vs 88±29 chez animaux PEG vs animaux 

métyrapone des groupes à risque létal ; (b) expérimentation 2 : 695±28 vs 461±29 chez animaux tolérants 

vs animaux intolérants). Ce déficit en glucocorticoïdes n’est donc pas absolu. Il s’agit davantage d’un 

déséquilibre entre les besoins et la sécrétion, déséquilibre dont la valeur heuristique est posée par 

l’émergence de la pathologie. Ce n’est pas la valeur en soi de la corticostéronémie qui est indicative mais la 

coïncidence de cette valeur et de la pathologie concomitante. 

Elle ouvre une discussion technique relative à la topographie fonctionnelle d’hyporéactivité de l’axe 

HPA et aux mécanismes conduisant à l’émergence d’une vulnérabilité à la contrainte chaude. 

2. Analyse topographique de la dégradation de l’axe HPA 

En amont de la sécrétion de glucocorticoïdes, peut-on identifier un ou des niveaux de déficience de 

mobilisation de la chaîne HPA ? Cette analyse ne peut bien évidemment se faire uniquement qu’en 
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conditions naturelles de moindre sécrétion de glucocorticoïdes, excluant de ce fait toute manipulation 

pharmacologique et toute modulation de la réactivité de stress. Cette démonstration ne peut se faire que 

chez des animaux naïfs face au stress et au chaud. 

L’analyse de la chaîne HPA en amont de la sécrétion des glucocorticoïdes n’a pas permis de mettre 

en évidence un déficit majeur à un niveau donné de l’axe (cortex surrénalien, hypophyse, hypothalamus). 

Cette absence de résultats peut être imputable à plusieurs facteurs confondants dont aucun ne peut être 

exclu a priori : (i) la faiblesse de l’effet observé. Si les résultats sont statistiquement clairs pour les dosages 

biologiques, en partie en raison de l’importance des variations hormonales induites par le stress chaud, il 

n’en va pas de même pour les dosages de biologie moléculaire. La modestie de l’effet s’explique par la 

modération du stress n’allant pas jusqu’à la dérégulation thermique et a fortiori l’ischémie cérébrale. Les 

animaux ne sont pas en CC ; (ii) la grande variabilité des résultats obtenus en biologie moléculaire. Elle 

s’explique par la relative faible spécificité des prélèvements notamment pour les ARNm CRF dans 

l’hypothalamus et dans une moindre mesure pour les ARNm POMC dans l’hypophyse. En particulier, les 

prélèvements hypothalamiques auraient pu être ciblés sur le PVN, par punch de zone, posant alors un 

autre problème de technique d’extraction en raison du faible poids des échantillons ; (iii) l’existence de 

pools pré-existants d’ARNm CRF. Cette expression constitutive [191] peut masquer les modifications 

d’expression relativement faibles en rapport avec la quantité pré-existante relativement élevée. Un dosage 

des ARN hétéronucléaires (transcrits primaires) aurait pu fournir un meilleur reflet de la réactivité 

transcriptionnelle du gène CRF [162, 191, 210]. 

En revanche, il existe chez les animaux intolérants à la chaleur un contraste saisissant entre l’absence 

de modification de synthèse d’ARNm CRF et POMC objectivables et l’importance de l’activation 

cellulaire des zones. L’analyse de l’expression des autres gènes au niveau de l’hypothalamus et de 

l’hypophyse suggère (i) une forte activation cellulaire sous-tendue par l’exacerbation de l’expression des 

IEGs, (ii) une augmentation de la stimulation calcique cellulaire comme le suggère l’augmentation de 

MCIP1, (iii) une agression cellulaire suggérée par l’augmentation d’Hsp70 et (iv) une libération de 

l’inflammation locale témoignée par l’induction des ARNm IL-1β et TNF-α. Ce contraste suggère qu’une 

activation hypothalamique et hypophysaire existe, mais sans augmentation de la production de 

neuropeptides. Une telle hypothèse demande à être validée par des expérimentations de même nature, en 

environnement moins contraignant (35°C durant 24h par exemple) afin de laisser le temps aux nouvelles 

protéines CRF et POMC d’être synthétisées. 

3. Conséquences mécanicistes d’un déficit en glucocorticoïdes 

Plusieurs éléments caractérisent les animaux intolérants à la chaleur, les liens mécanicistes qui les 

relient existent et sont cohérents mais restent partiels. Plusieurs pistes hypothétiques et non exclusives 

peuvent être évoquées, reliant la moindre quantité de glucocorticoïdes à l’activation des processus 

inflammatoires et à l’induction des ARNm IκBα. 

 131



a. Interaction entre hypoglucocorticoïdergie et inflammation 

L’existence d’un effet inhibiteur des glucocorticoïdes sur les mécanismes inflammatoires a largement 

été abordée dans les rappels bibliographiques (II.C.4., page 54). Leurs effets sur l’induction des cytokines 

IL-1β et TNF-α passent (i) par voie génomique en (a) activant la synthèse de protéines anti-inflammatoires 

comme IL-1ra, (b) inhibant la transcription des cytokines IL-1β et TNF-α par interaction entre GR et 

facteurs de transcription [20, 21, 463] et (c) réduisant la stabilité des ARNm IL-1 et TNF-α [467] et (ii) par 

voie non génomique en activant des protéines anti-inflammatoires dans le cytosol [391]. 

Ainsi, lors d’une exposition à la chaleur, les glucocorticoïdes retardent certainement la mise en place 

de la réaction inflammatoire. Les situations d’hypoglucocorticoïdergie apparaissent donc défavorables à 

une bonne tolérance à la chaleur par une réduction d’inhibition des processus pro-inflammatoires. Cette 

hypothèse est soutenue par (i) nos résultats puisque les animaux déplétés ou déficients en glucocorticoïdes 

sont les plus vulnérables et ceux dont l’activation inflammatoire est la plus avancée ; (ii) les données de la 

littérature montrant qu’un traitement en dexaméthasone avant exposition au chaud conduit à 

l’amélioration de la survie associée à la réduction de l’IL-1β plasmatique [276, 291]. 

Le rôle des cytokines dans la genèse du CC se voit complètement recadré avec les arguments 

soutenant (i) une production locale multi-tissulaire et non une origine seulement périphérique ; (ii) une 

importance non négligeable dans la physiopathologie du CC ; (iii) une forte interaction avec le stress 

systémique. La néosynthèse de cytokines dans le tissu nerveux lors de l’exposition à la chaleur les fait donc 

entrer de bon droit dans la physiopathologie du CC. 

b. L’impact des glucocorticoïdes sur l’induction des ARNm IκBα 

¾ La valeur d’IκBα comme protéine de choc thermique 

Nous avons vu que la protéine IκBα était considérée comme une nouvelle protéine de choc 

thermique en raison de sa forte induction suite à l’exposition au chaud [117, 129, 380, 523, 524]. Elle ferait 

donc partie des mécanismes protecteurs au même titre que les Hsp. On aurait donc pu s’attendre à un 

patron d’activation similaire des ARNm Hsp70 et des ARNm IκBα chez nos animaux exposés à la chaleur. 

Ce n’est clairement pas le cas. Les patrons d’expression sont opposés : (i) les animaux tolérants à la chaleur 

présentent une augmentation de l’expression des ARNm IκBα associée à une légère élévation de 

l’expression des ARNm Hsp70 ; (ii) les animaux intolérants ne présentent pas d’augmentation des ARNm 

IκBα mais une très forte élévation des ARNm Hsp70. Ces deux facteurs potentiellement protecteurs 

répondent donc de manière totalement différente au stress chaud selon le degré de tolérance. L’opposition 

des patrons d’expression peut s’expliquer par une différence d’inducteurs : les Hsp70 sont moins sensibles 

au signal stimulateur des glucocorticoïdes mais plus sensibles aux modifications cellulaires induites 

directement par la chaleur alors que IκBα serait plus sensible aux glucocorticoïdes et moins sensible aux 

modifications cellulaires. Ceci suggère que, si les Hsp70 représentent un système suiveur comme nous 

 132



l’avons montré précédemment, IκBα est le système cellulaire réellement couplé au stress systémique. Il 

faudrait donc reformuler nos hypothèses en utilisant ce marqueur et non les Hsp70. 

¾ La valeur d’IκBα comme inhibitrice d’inflammation 

L’expression des ARNm IκBα, élevée chez les animaux tolérant à la chaleur, est stable chez les 

animaux intolérants. Le rôle inhibiteur d’IκBα sur la voie de NF-κB, et le rôle activateur de NF-κB sur 

TNF-α [531] suggère que les animaux tolérants aient développé une voie de contrôle inhibitrice de 

l’expression de TNF-α. Cette hypothèse est en accord avec la réduction des ARNm de TNF-α observée 

chez les animaux tolérants à la chaleur. 

¾ Les interactions entre IκBα et les glucocorticoïdes 

Les mécanismes d’activation d’IκBα soulèvent une difficulté d’interprétation. L’induction d’IκBα est 

stimulée par (i) les glucocorticoïdes [186, 425]; (ii) l’activation de la voie NF-κB étant donné que le 

promoteur du gène IκBα contient des sites de liaison NF-κB [214]. Le degré d’implication de ces deux 

activateurs est difficile à déterminer. Une forte implication des glucocorticoïdes est cohérente avec nos 

résultats puisque les animaux présentant l’expression la plus élevée d’ARNm IκBα sont ceux qui ont les 

plus hauts niveaux de glucocorticoïdes plasmatiques. Ainsi, les animaux intolérants présentent un défaut 

d’activation de ce mécanisme protecteur exercé par IκBα via l’inhibition de la voie NF-κB pro-

infammatoire. En revanche, l’implication de NF-κB est plus délicate à interpréter étant donné que son 

niveau d’activation n’est pas connu. Toutefois, on peut supposer que les animaux intolérants présentent la 

plus forte intensité des stimuli d’activation de NF-κB (radicaux libres, augmentation du [Ca²+]i). Une 

augmentation d’expression des ARNm IκBα aurait du alors être observée chez les animaux intolérants, ce 

qui n’est pas le cas. Ce résultat contradictoire peut être expliqué par (i) une réelle moindre activation de 

NF-κB, peu probable compte-tenu de l’élévation de l’expression des ARNm cytokines pro-inflammatoires 

TNF-α et IL-1β qui témoigne de l’action du facteur de transcription NF-κB [531] ; (ii) une déficience dans 

la boucle de rétrocontrôle négative, se situant au niveau de la transcription d’IκBα. 

En conclusion, chez les animaux intolérants à la chaleur, la boucle de régulation négative de la voie 

NF-κB n’est pas effective et les niveaux de glucocorticoïdes sont relativement bas. Une des voies 

d’activation pro-inflammatoire semble donc dans un état d’activation élevé, non régulée négativement, 

alors que l’une des voies anti-inflammatoires, donc protectrice, est moins efficace. Il en résulte une 

importante activation des ARNm cytokines TNF-α et IL-1β chez les intolérants. 
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IV. Relation entre stress et CC 

A. Généralités 

Le retentissement de ce déficit de mobilisation du produit terminal de l’axe HPA sur la tolérance à la 

chaleur entre dans un cadre plus général et complet d’un possible syndrome d’état de stress dépassé. Les 

expérimentations ont suggéré que les individus dont la sécrétion en glucocorticoïdes était altérée avaient 

une propension plus grande à développer une activation inflammatoire et une intolérance à la chaleur. La 

question qui émerge est donc : Dans quel cadre peut-on observer une telle coïncidence ? S’agit-il 

d’individus dont l’activation lors du stress est insuffisante ou excessive ? d’individus dont l’évolution vers 

l’épuisement de stress est plus rapide ? 

Il faut donc replacer le problème dans une double dimension fonctionnelle et biologique. 

L’adéquation entre le stress et la contrainte appliquée durant tout le temps où celle-ci existe pour l’individu 

est la condition du maintien de la structure et donc de la survie. Cette adéquation repose sur (i) la capacité 

fonctionnelle biologique de l’individu et (ii) l’importance de la demande fonctionnelle liée au stresseur, 

c’est-à-dire la charge allostasique. Toute altération de la capacité fonctionnelle de l’axe HPA et/ou tout 

excès de la charge allostasique entraîne l’apparition d’une décoaption entre stress et demande fonctionnelle 

conduisant d’autant plus rapidement à l’épuisement. C’est dans ce cadre dynamique que le problème sera 

envisagé. Les sujets à risque sont donc ceux dont la voie corticotrope est altérée, et/ou ceux dont la charge 

allostatique et la plus forte. 

B. La qualité fonctionnelle de l’axe HPA 

1. Introduction 

La modulation de l’action des glucocorticoïdes s’exerce à différents niveaux, tous susceptibles de 

présenter une dysfonction. Brièvement, en amont se situe l’axe HPA dont la mobilisation peut être 

défectueuse (i) au niveau central : défaut de stimulation et/ou sécrétion de CRF au niveau du PVN ; (ii) au 

niveau périphérique : défaut de synthèse de POMC et/ou de sécrétion d’ACTH au niveau de l’hypophyse 

antérieure, défaut de stimulation et/ou de sécrétion de corticostérone dans le cortex surrénal. En aval, la 

disponibilité des glucocorticoïdes au cellules et leur activité intracellulaire (cytosolique ou nucléaire) sont 

modulées par la CBG, les enzymes 11β-HSD et les récepteurs aux glucocorticoïdes. 

Le premier point sur lequel il est important d’insister est l’inadéquation fondementale de la variable 

de jugement. La corticostéronémie est une variable qui ne reflète pas nécessairement la qualité de la 

réponse du signal des glucocorticoïdes puisque l’action de ces derniers est cellulaire et qu’une partie du 

métabolisme glucocorticoïdergique est intracellulaire. Elle reflète le niveau d’activation de la chaîne HPA 

et non son efficacité. Cette dernière s’apprécie par l’émergence d’une pathologie que nous avons explicitée 

sous l’appellation d’intolérance à la chaleur. Le déficit de glucocorticoïdes plasmatiques n’est donc qu’un 
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maillon de chaîne, voire même du cercle vicieux, dont la prépondérance reste à vérifier, d’autant plus que 

le niveau absolu est assez élevé chez les animaux intolérants par rapport aux valeurs basales. 

2. La fonctionnalité de l’axe HPA 

La fonctionnalité de l’axe HPA a déjà été discutée dans le chapitre précédent (III.B.2, page 130). 

Aucune dysfonction majeure n’a été décelée aux différents niveaux de l’axe : la diminution de l’ACTH 

plasmatique est en relation avec la dimunition de la corticostérone chez les animaux intolérants excluant 

une déficience du cortex surrénalien. Cette diminution d’ACTH n’est en revanche pas en relation avec une 

diminution de l’expression des ARNm de POMC ou de CRF (résultats à considérer avec précaution 

compte tenu des facteurs confondants précédemment évoqués). En outre, la régulation de la mobilisation 

de l’axe HPA est sous influence de nombreuses et complexes modulations non analysées. Néanmoins, 

deux hypothèses peuvent être émises quant à la diminution de sécrétion d’ACTH : (i) une intégration 

inadéquate des signaux de stress avec pour conséquence une réaction insuffisante en rapport à la charge 

allostasique générée ou (ii) une incapacité de sécréter de nouvelles protéines car une puissance de crête a 

déjà été atteinte (état de stress dépassé caractérisé par une évolution vers un épuisement rapide). 

3. Disponibilité et métabolisme cellulaire des glucocorticoïdes 

a. Disponibilité cellulaire des glucocorticoïdes 

La disponibilité des glucocorticoïdes aux cellules est modulée en premier lieu par la CBG, qui, liée à 

la corticostérone, la maintient sous forme inactive. Peu de données sont disponibles sur les effets de la 

chaleur sur la CBG, une absence d’effet à 4h [194] ou une inhibition à 7 jours [189] sont observées. Il est 

raisonnable de suspecter dans ce cas un effet similaire à celui du stress qui réduit la concentration de la 

CBG 6,5 heures après  « inescapable tail shok » [145] par une action des glucocorticoïdes via le récepteur 

GR [461]. Cependant, les délais d’action de cet effet inhibiteur est trop long pour que ce mécanisme soit 

impliqué dans une augmentation de la disponibilité des glucocorticoïdes aux cellules chez nos animaux 

tolérants à la chaleur. Néanmoins, les intolérants à la chaleur peuvent présenter des concentrations de 

CBG sanguine de base plus importante, une moindre efficacité de l’internalisation de la CBG complexée à 

la corticostérone ou une synthèse locale intra-cellulaire de CBG plus élevée, les trois cas aboutissant à une 

réduction de la signalisation glucocorticoïdergique et donc de leurs effets anti-inflammatoires. 

Au niveau des cellules endothéliales des capillaires de la BHE, la P-glycoprotéine, produite par le 

gène « multidrug-resistance gene » (MRD) protège le SNC de l’intrusion de substances systémiques dans le 

cerveau via une exportation active [451]. L’accès des glucocorticoïdes endogènes au cerveau est aussi 

contrôlé par ce transporteur [344, 373]. Les souris KO pour le gène MDR montrent une réduction de la 

mobilisation de l’axe HPA, suggérant une augmentation du rétrocontrôle inhibiteur via une accumulation 

de glucocorticoïdes au niveau des neurones hypohalamiques [344]. L’existence d’un polymorphisme du 

gène MDR chez l’homme a un impact sur l’absorption de certaines substances influençant ainsi leur 
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concentration tissulaire et leur efficacité thérapeutique [197]. Le blocage de ces « transporteurs stéroïdiens 

membranaires » provoque un effet anti-dépresseur [373]. Chez nos rats intolérants à la chaleur, une 

surexpression de cette protéine pourrait réduire les concentrations de glucocorticoïdes au niveau du tissu 

cérébral, réduisant ainsi leurs effets anti-inflammatoires et du même coup la tolérance à la chaleur. 

b. Métabolisme cellulaire des glucocorticoïdes 

Une véritable régulation locale du taux de glucocorticoïdes libres est exercée par la présence 

intracellulaire des enzymes 11β-HSD : la 11β-HSD2 détruit la corticostérone en 11-déhydrocorticostérone 

alors que la 11β-HSD1 la régénère [199] (II.C.2.b., page 49). Ce métabolisme est sensible au stress 

puisqu’en aigu, il entraîne une activation de la 11β-HSD1 et une augmentation de son expression [199]. Le 

dernier effet pourrait passer par une activation du complexe GR-glucocorticoïdes, étant donné que le gène 

11β-HSD contient un promoteur GRE. Cependant, le délai d’apparition des protéines 11β-HSD1 

fonctionnelles est probablement supérieur à 90 min puisqu’il est génomique. L’hypothèse d’un défaut 

d’expression de la 11β-HSD1 en réponse à la chaleur reste peu probable chez les animaux intolérants, le 

délai d’action de ce mécanisme étant trop long. Un défaut d’activité enzymatique de la 11β-HSD1 peut en 

revanche être suspecté à l’origine de leur plus grande vulnérabilité. On peut aussi émettre l’hypothèse d’un 

niveau basal de 11β-HSD1 anormalement faible chez les animaux intolérants. 

c. Conclusion 

Il peut donc exister un déséquilibre entre une demande excessive et une disponibilité insuffisante. 

Ceci suggère qu’il puisse exister un cercle vicieux, la moindre disponibilité laissant la main aux mécanismes 

cellulaires délétères, ce qui entraîne une augmentation de la demande qui ne peut être satisfaite… 

4. La fonctionnalité des récepteurs aux glucocorticoïdes 

a. Conséquences biologiques d’une dysfonction 

La fonctionnalité des récepteurs aux glucocorticoïdes peut être altérée selon diverses modalités : (i) 

une anomalie fonctionnelle d’un des récepteurs traduisant un polymorphisme de gène, (ii) une 

modification du fonctionnement des récepteurs par les conditions du stress chaud. Dans tous les cas, il 

survient un déséquilibre des 2 voies MR/GR conduisant à un signal mal équilibré dont le tableau 

psychobiologique peut être esquissé sur la base des études de biologie moléculaire relatives aux animaux 

rendus déficients aux GR. Les souris GR+/- [394] et les souris knock-out GR [50] adoptent un 

comportement dépressif lorsqu’elles sont exposées à des situations environnementales aversives, 

représentant ainsi de bons modèles d’étude de dépression. 90% des souris knock-out GR ne sont pas 

viables avec une insuffisance respiratoire [94]. 
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b. Isoformes GR et polymorphisme génétique 

¾ Isoformes GR 

L’existence de différents isoformes de GR serait impliquée dans la modulation de la signalisation des 

glucocorticoïdes. Le gène GR contient 9 exons dont les premier et dernier sont soumis à des épissages 

alternatifs, générant différents variants d’ARNm, parmi lesquels les GRα et β sont les deux plus 

abondants. Le GRα est exprimé de manière ubiquitaire et fonctionnellement activé par les 

glucocorticoïdes. Le GRβ, incapable de se lier aux glucocorticoïdes, ne peut activer la transcription et 

inhibe même l’action du GRα. Sa distribution est en revanche plus sélective et se trouve à des 

concentrations généralement inférieures à celles des GRα [119, 128, 402, 546]. Le niveau relatif de ces 

isoformes influence donc la sensibilité des cellules aux glucocorticoïdes et le rendement de la transduction 

du signal glucocorticoïdes. Une diminution de la synthèse de GRβ pourrait être associée à une 

hypersensibilité aux glucocorticoïdes alors qu’une forte expression des GRβ, par exemple sous une 

stimulation par IL-2 et IL-4 [412], pourrait s’accompagner d’une relative résistance aux glucocorticoïdes. 

¾ Polymorphisme génétique 

Chez l’homme, certaines mutations du gène codant pour le GR sont associées à l’émergence de 

pathologies cardio-vasculaires et métaboliques et dépressives. A un moindre degré, ce polymorphisme est 

responsable de la variabilité de la sensibilité aux glucocorticoïdes observée dans la population normale par 

la modulation des capacités de transactivation et de transrépression des GR [119, 206, 410, 490-492, 528, 

546]. Les polymorphismes N363S et BclI sont associés à une hypersensibilité aux glucocorticoïdes, 

conduisant à une élévation de l’index de masse corporelle, une hypersensibilité à la sécrétion d’insuline et 

une augmentation des taux de cholestérol (syndrome métabolique [402]). Inversement, le polymorphisme 

ER22/23EK est associé à une résistance aux glucocorticoïdes modérée, conduisant à un meilleur équilibre 

métabolique et un risque de démence réduit chez les personnes âgées [492]. Enfin, les porteurs des 

polymorphismes BclI et ER22/23EK sont plus susceptibles de développer un syndrome dépressif [490]. 

¾ Conséquences dans la tolérance à la chaleur 

Chez nos animaux non triés génétiquement (OFA Sprague-Dawley fournis par Iffa Credo–Charles 

River, élévation de l’Arbresles), il est possible que les isoformes et le polymorphisme interviennent dans la 

modulation de la signalisation des glucocorticoïdes et donc prennent une responsabilité dans l’apparition 

de l’intolérance à la chaleur. En effet, une résistance aux glucocorticoïdes peut conduire à une moindre 

activité anti-inflammatoire (moindre activation de la transcription des ARNm IκB, réduction de la 

répression des ARNm IL-1β et TNF-α par la voie NF-κB et par voie directe) et donc une moindre 

tolérance à la chaleur. Cette hypothèse appelle une analyse des différents récepteurs exprimés par les 

animaux en fonction de leur statut. 

 137



c. Dysfonction par altération fonctionnelle 

L’exposition à la chaleur entraîne une diminution de la capacité de liaison des GR dans le cytoplasme 

et de l’activité de l’enzyme TAT reflétant la transactivation des GR dans le foie [499]. Pourtant, un 

changement de localisation intracellulaire des GR caractérisé par une translocation du cytoplasme vers le 

noyau est aussi observée dans les mêmes conditions [102]. Ce dernier résultat est en faveur d’une 

stimulation du signal glucocorticoïdergique propre au stimulus thermique puisque l’effet est plus 

important qu’après traitement par la dexaméthasone [102]. Le stress chaud potentialiserait donc la 

translocation nucléaire des GR. 

La capacité de liaison des GR est dépendante du statut redox cellulaire : des conditions oxydatives 

inactivent les GR par formation de ponts disulfures [131]. L’exposition à la chaleur modifie ce statut redox 

puisque des ponts disulfures intra- et inter-moléculaires se forment [131]. Le stress chaud perturbe donc le 

fonctionnement des GR via la modification du statut redox. 

En conclusion, bien que le stress chaud semble potentialiser l’activité des GR, un statut cellulaire 

oxydé altère son fonctionnement. On peut supposer que l’influence stimulatrice ou inhibitrice de 

l’exposition à la chaleur sur le fonctionnement des GR n’est qu’une question de niveau de charge 

allostasique. Chez les animaux intolérants, on peut suspecter une capacité fonctionnelle des GR altérée par 

la charge allostasique trop importante représentée par un haut niveau d’oxydation cellulaire. 

C. Qui sont les animaux à risque 

1. Les animaux à risque de l’expérimentation 

Les animaux à risque peuvent être (i) des animaux dont l’intensité de stress est inappropriée à 

l’agression, soit par une réaction insuffisante conduisant à un stress biologiquement moins actif, soit par 

une activation exacerbée. Dans les deux cas, un déséquilibre apparaît par une surcharge allostasique 

générée soit par l’agression soit par le coût biologique de l’excessivité de la réaction de l’organisme. Il en 

ressort une usure plus rapide sous contrainte ; (ii) des animaux dont l’intensité de stress est normale mais 

dont la capacité à tenir une forte sécrétion dans le temps est anormale. Dans ce cas, les animaux 

vulnérables à la chaleur présentent un stress initial normal mais dont l’épuisement se manifeste 

rapidement. La courbe d’évolution des variables physiologiques risque d’être biphasique, identique entre 

groupe dans la phase initiale puis se séparant avec une dérive intense. Dans les trois cas, l’évolution des 

processus délétères induits par la chaleur est mal limitée par l’évolution des processus protecteurs du stress 

et les animaux se trouvent plus rapidement dans une situation de stress dépassée. 

Lorsque l’expérimentation a été arrêtée, nous avions des animaux intolérants à la chaleur avec un 

statut soit de stress inadéquat, soit de stress normal avec épuisement rapide. L’absence de cinétique de 

sécrétion des glucocorticoïdes ne permet pas de dire si la moindre sécrétion était le reflet (i) d’une 

sécrétion stable à niveau réduit (un stress insuffisant), (ii) d’une sécrétion initiale à plus fort niveau mais en 
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cours de décroissance (stress excessif), (iii) d’une sécrétion initiale normale et d’une décroissance trop 

rapide (stress normal avec épuisement rapide). Le caractère instantané de l’information ne permet pas de 

conclure sur une évolution. 

En revanche, il peut être discuté le fait que les animaux étaient préalablement dans un état de stress 

approprié, ou non, dans les phases précoces. En effet, la méthode utilisée de mesure de Tabd et de l’activité 

locomotrice spontanée permet de dresser pour chaque animal sa carte d’identité comportementale avec les 

valeurs au début de l’exposition de la contrainte et leurs cinétiques de modification. Cette approche se 

base sur deux variables, l’une physiologique (Tabd) et l’autre comportementale (la locomotion spontanée), 

les deux étant relativement (mais pas totalement) indépendantes et soumises aux fluctuations du stress. 

Un animal stressé présente une hyperthermie de stress [54, 132, 367, 494] et une hyperactivité [198, 

427]. L’hyperthermie de stress inappropriée dans les phases précoces d’exposition au chaud, n’est 

évidemment pas favorable à la lutte contre l’agression thermique. L’impact de l’hyperactivité locomotrice 

sur la tolérance à la chaleur est plus délicat à qualifier. L’activité locomotrice est en relation avec la Tabd, 

quoique de manière indirecte. Que ce soit en environnement frais ou chaud, l’activité locomotrice ne 

contribue pas de manière signifiante aux variations de Tco [169]. Cependant, une augmentation de l’activité 

locomotrice entraîne une augmentation du métabolisme, donc de la production de chaleur, contribuant à 

l’élévation de Tabd et sollicitant donc davantage les mécanismes de thermolyse déjà activés en 

environnement chaud. L’hyperactivité locomotrice apparaît donc comme une réaction comportementale 

inappropriée face au stress thermique. Ainsi, les animaux intolérants présentent à la fois un stockage 

thermique le plus important et une activité locomotrice élevée. Il est donc probable qu’hyperthermie et 

hyperactivité de stress aient une influence péjorative sur l’évolution de l’animal à la chaleur. Pour autant, 

ces deux variables sont indépendantes puisque l’effondrement de l’activité locomotrice en fin d’exposition 

à la chaleur chez les animaux intolérants ne s’accompagne pas d’une réduction de stockage thermique. Un 

comportement plus adapté passe donc par une réduction de locomotion, abaissant la production de 

chaleur endogène. De fait, les animaux tolérants ont une activité locomotrice spontanée minimale et un 

stockage thermique le plus bas. Pour autant leur activité est plus intense que celle des animaux exposés à la 

neutralité, validant de ce fait le lien entre stress, témoigné par les taux elevés de glucocorticoïdes à la 

chaleur, et niveau d’activité locomotrice spontanée. 

Cette évolution distincte selon les groupes appelle deux remarques : (i) L’hyperactivité et 

l’hyperthermie sous contrainte sont prédictives de la vulnérabilité à la chaleur. Cette prédiction n’est 

possible que pour des organismes sous tension : aucune prédiction n’est apparemment réalisable avec des 

valeurs prélevées en situation de repos. Tout se passe comme si la susceptibilité, non visible à l’état basal 

ou lors de stress peu intenses, est révélée dès lors que l’organisme est mis sous contrainte suffisante, et ce 

de manière relativement précoce. (ii) La séparation des courbes d’activité locomotrice et de Tabd est 

effective dès le début de l’exposition au chaud (30 min environ). Ceci suggère que les animaux intolérants 

à la chaleur réagissent de manière inadaptée très précocément, ce qui sous-entend l’existence d’un état 

biologique inadaptée sous-jacent. 
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2. Les mécanismes potentiels 

Cette cinétique d’évolution variable entre groupes suggère une base neurobiologique différente selon 

les groupes de risque et dont l’hyperthermie et l’hyperactivité sont des marqueurs. Le caractère double de 

la cinétique d’évolution suggère l’existence de deux mécanismes distincts, l’un relatif au début d’exposition 

et l’autre relatif à la fin d’exposition avec dissociation entre Tabd et locomotion. 

La forte augmentation conjointe de Tabd et d’activité locomotrice initiale peut s’expliquer par 

plusieurs hypothèses non exclusives dont le point commun serait un défaut d’ajustement de la réponse aux 

besoins. (i) Une réaction initiale excessive de sécrétion de glucocorticoïdes est soutenue par le fait que les 

glucocorticoïdes reversent les perturbations de l’activité locomotrice (réduction d’activité) induite par 

l’adrénalectomie [361, 495]. (ii) Un excès de neurotransmission catécholaminergique, y compris 

dopaminergique est soutenu par le fait que (a) les antidépresseurs tels que les agonistes dopaminergiques, 

les inhibiteurs de recapture de la dopamine et de la noradrénaline sont connus pour réduire l’immobilité 

dans le test de nage forcée [476] ; (b) dans le cas de la dopamine, l’exposition au chaud induit une 

augmentation de libération [222] et l’inhibition D1 et D2 allonge la tolérance au chaud [69], suggérant un 

rôle délétère de cet excès de neurotransmission. 

La seconde phase de dissociation entre Tabd et locomotion suggère un mécanisme différent, 

demandant un peu de temps pour apparaître. Il est caractérisé sur le plan comportemental par une 

inhibition de locomotion et une forte augmentation de la Tabd. Ces marques comportementales sont 

associées aux marques du déséquilibre métabolique (radicaux libres) et de l’inflammation (cytokines). Ce 

tableau suggère un état de maladie [109], pathologie usuellement observée dans le cadre de l’infection. Il 

est caractérisé par une fièvre, destinée à lutter contre l’infection par la stimulation des cellules immunitaires 

et par une immobilité, destinée à économiser l’énergie qui doit être entièrement vouée à la lutte contre 

l’infection. Malgré ce dernier effort adaptatif (hypoactivité) chez les animaux intolérants, la phase 

d’épuisement est déjà lancée et la dérive de la Tabd est inéluctable. 

3. Les animaux à risque du CC : des animaux déjà stressés ? 

En conclusion, une réaction initiale normale est peu probable compte-tenu des différences de Tabd et 

d’activité locomotrice entre tolérants et intolérants en début d’exposition. Les animaux les moins tolérants 

sont ceux qui présentent dès le départ une réaction de stress inadéquate. Une réaction initiale excessive sur 

le versant comportemental est incontestable, témoignant d’un état de stress précoce et mal géré. Ceci 

suggère que les animaux à risque se placent très précocement dans une situation de charge allostasique 

défavorable. 

Cette conclusion est en accord avec les données de l’épidémiologie du CC chez l’homme qui constate 

que les sujets à risque sont (i) les sujets avec une charge allostasique préalable (défaut de sommeil, fatigue) 

[416], (ii) les sujets avec une immunodépression comme le suggèrent les infections pharyngées, (iii) les 

sujets présentant une surcharge pondérale ou un diabète [257]. 
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Ces anomalies de comportement spontané trouvent un écho dans la perte de la plasticité 

comportementale, ou l’absence de perception de signaux de danger vitaux chez les animaux faisant un 

CCE. Les animaux pratiquant une course sur tapis roulant en ambiance chaude (Ta=34°C, h.r.=40-50%) 

se répartissent en en deux catégories : (i) ceux qui courrent plus longtemps que les autres et font un CCE, 

et (ii) ceux qui s’arrêtent de courrir et ne font pas de CCE [48]. Cette observation correspond au rôle de la 

motivation comme facteur de risque du CC. Pour autant, entre motivation professionnelle et stress 

secondaire à la pression qu’elle génère il y a une relation qui n’a jamais été étudiée. 

D. Comment se structure un animal à risque ?  

1. Introduction 

Existe-t-il une structuration neurobiologique spécifique pour un animal à risque ? En d’autres termes, 

un animal dont les mécanismes d’inhibition du stress sont insuffisants, présentant de ce fait une 

augmentation excessive de Tabd et un comportement locomoteur actif, présente-t-il une d’autres signes 

neurobiologiques permettant sa détection précoce. Il est en effet difficile d’extrapoler à l’homme la notion 

d’hyperactivité locomotrice et d’autres marqueurs de risque sont indispensables. 

Faire l’hypothèse d’une structuration neurobiologique spécifique suppose que celle-ci s’articule 

autour d’une réaction de l’axe HPA insuffisante, en raison de l’existence de bon nombre de maladies 

associées à une hypoglucocorticoïdergie (II.D.2.c, page 59). En effet, les sujets à risque de développer une 

maladie psychiatrique sont ceux présentant un faible taux de glucocorticoïdes lors de stress physiques ou 

psychiques [187, 426, 431], ce qui suggère l’existence d’une analogie dans le stress chaud : les sujets à 

risque de CC sont ceux présentant un faible taux de glucocorticoïdes lors de l’exposition à la chaleur. 

2. Compensation par l’activation sympathique 

a. L’association fonctionnelle 

La validité d’une compensation de l’hyporéactivité de l’axe HPA par une augmentation de la 

réactivité catécholaminergique est suggérée par des données théoriques et pathologiques. Selye, dans son 

modèle du « Syndrome général d’adaptation » suggérait que l’activation sympathique terminale 

correspondrait à la réapparition des signes de la réaction d’alarme et caractériserait alors l’entrée dans la 

phase d’épuisement, associant alors hypoactivité de l’axe HPA et hyperactivité sympathique [435]. Cette 

association « hyperactivation sympathique » et « déficit d’activation de l’axe HPA » a été également isolée 

dans la pathologie psychiatrique. Les sujets victimes de PTSD présentent un déficit corticotrope [161] et 

hyperactivité catécholaminergique périphérique et centrale puisque l’augmentation de la noradrénaline est 

retrouvée dans le plasma [540, 542] et dans le LCR [161] et que la réactivité aux récepteurs adrénergique-α2 

est augmentée [464]. La combinaison d’une situation d’hypoglucocorticoïdergie et de suractivation du 

système sympathique peut donc être considérée comme l’expression d’une surcharge allostasique [321]. 
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b. Le cadre de la compensation catécholaminergique périphérique 

Dans nos expérimentations, le versant nerveux du stress a été abordé d’une manière indirecte. Les 

animaux intolérants pourraient présenter une activation sympathique exacerbée, suggérée par la forte 

lipolyse caractérisée par l’augmentation du glycérol [96, 393]. Cette lipolyse est induite par les 

catécholamines in vitro et in vivo via l’activation des récepteurs adrénergique-β1 [96]. Cette hypothèse est 

concordante avec l’augmentation des catécholamines plasmatiques observée chez le rat anesthésié [163] et 

conscient [245] exposé à la chaleur, comme chez l’homme en CC [5]. Cette activation du système 

sympathique qui soutient la perfusion des organes vitaux en redistribuant les flux par l’exclusion de la 

circulation mésentérique, contribue également à l’émergence de la pathologie en entravant les mécanismes 

de thermolyse. 

c. Le cadre de la compensation catécholaminergique centrale 

L’existence d’une activation catécholaminergique se retrouve également au niveau central. Elle 

survient dans un contexte d’activation cérébrale intense qui se fonde sur (i) l’augmentation du lactate 

plasmatique, dont l’origine pourrait être cérébrale [83], (ii) l’augmentation de l’expression des ARNm c-fos 

dont l’un des inducteurs est les catécholamines [301], (iii) l’activation comportementale [427]. 

L’activation catécholaminergique centrale n’est pas nécessairement délétère puisqu’elle contribue à 

ajuster le comportement à la contrainte environnementale. Ainsi, le traitement par la l-tyrosine, un 

précurseur des catécholamines, améliore les effets adverses de l’hyperthermie sur le comportement, 

suggérant un effet favorable sur la tolérance à la chaleur [275]. Le mécanisme par lequel l’activation 

catécholaminergique centrale joue sont rôle est complexe. Les catécholamines peuvent participer au 

maintien de l’homéostasie énergétique centrale puisqu’elles stimulent la glycogènolyse astrocytaire, libérant 

du glucose de façon synchronique et favorisant une resynthèse glycogénique diachronique [301], et 

accélèrent la glycolyse [299]. Cependant, un emballement de ces mécanismes, facilitant l’évolution vers un 

métabolisme à prédominance anaérobie et une production accrue de lacate, peut être suspecté chez les 

intolérants à la chaleur. Ceci explique sans doute les augmentations de lactate, du ratio lactate/pyruvate, du 

glycérol observées dans le tissu cérébral lors du CC [83]. 

3. Compensation par la neurotransmission ?  

a. Cadre théorique 

D’une façon plus générale, l’activation catécholaminergique centrale se place dans un environnement 

d’hyperactivité cérébrale. En effet, la neurotransmission est activée lors d’une exposition à la chaleur [69, 

92, 179, 222, 279, 280, 289, 446] et une activation exacerbée peut être mise en cause chez les animaux 

intolérants. L’induction intense des ARNm des IEGs plaide en faveur de cette hypothèse puisque les 

neurotransmetteurs en sont de potentiels inducteurs [205, 243, 519] (page 86). Cette hyperactivité 

fonctionnelle pourrait être la marque d’une insuffisance du contrôle par les glucocorticoïdes. Bien que ce 
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mécanisme n’ait pas été étudié dans nos expérimentations, des hypothèses peuvent être avancées avec une 

implication éventuelle des glucocorticoïdes. 

b. La neurotransmission dopaminergique 

L’exposition à la chaleur s’accompagne d’une augmentation de la neurotransmission dopaminergique 

modérée en phase d’hyperthermie, mais forte au cours du CC [67, 222]. La forte activation 

dopaminergique réduit probablement la tolérance à la chaleur [69]. 

Les glucocorticoïdes favorisent la neurotransmission dopaminergique par (i) augmentation de 

synthèse par l’activation de la tyrosine hydroxylase [406] (ii) libération de dopamine par l’intermédiaire des 

GR [310], (iii) réduction de leur catabolisme par diminution de l’activité de la monoamine-oxydase [406], 

(iv) augmentation de la stase synaptique par réduction de recapture [406], (v) amélioration de l’expression 

des récepteurs D1 [104]. 

c. La neurotransmission sérotoninergique 

L’exposition à la chaleur est associée à une activation de la transmission sérotoninergique [446] 

dont la résultante est une amélioration de la tolérance puisque la déplétion par la pCPA de la 5-HT 

cérébrale réduit la tolérance à la chaleur, alors qu’une supplémentation en 5-hydroxytryptophane tend à 

l’augmenter (pour revue, [67]). Pour autant, la destruction des terminaisons sérotoninergiques par la 5,7 

DHT est associée à une neuroprotection [223], suggérant un effet délétère d’un excès de sérotonine.  Il 

faut toutefois rester prudent sur les conclusions de ces études car la neuroprotection pourrait plutôt être 

apportée par des modifications du métabolisme du glutamate ou par une destruction de certains 

médiateurs comme le NO [67]. 

Les glucocorticoïdes sécrétés lors du stress interagissent avec la transmission sérotoninergique de 

manière complexe. La corticostérone entraîne une désensibilisation des autorécepteurs 

somatodendritiques 5-HT1A, conduisant à une réduction du rétrocontrôle inhibiteur [136, 250, 254], et une 

augmentation du turnover de la sérotonine (pour revue, [88]). 

d. La neurotransmission glutamatergique 

De la même manière que précédemment, les concentrations extracellulaires de glutamate sont stables 

ou modérément augmentées en phase d’hyperthermie [83], elles culminent en phase de CC [83, 357, 535]. 

Elles agissent sur un système de transduction du signal dont l’activité doit être encadré. Bien qu’une 

suractivation de la transmission glutamatergique soit à l’origine de l’excito-toxicité, l’activation du 

récepteur NMDA est indispensable au bon fonctionnement de la thermorégulation. Ainsi : (i) 

l’hyperactivation du récepteur NMDA conduit à l’excito-toxicité [414], (ii) l’inhibition du récepteur 

NMDA conduit à un déficit fonctionnel comme une intolérance à la chaleur [72], (iii) le 

préconditionnement s’accompagne outre d’une augmentation de l’expression des Hsp70 d’une 

augmentation de l’expression des sous-unités NR1 ou NR2A du récepteur NMDA [80]. 
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Les glucocorticoïdes sécrétés durant le stress interviennent sur la neurotransmission glutamatergique 

puisque (i) la libération de glutamate suite à un stress est atténuée par l’adrénalectomie, un effet bloqué par 

la supplémentation en glucocorticoïdes [338], (ii) la corticostérone augmente le temps de présence du 

glutamate dans la synapse lors d’un stress psychogène [338]. Les glucocorticoïdes semblent donc jouer un 

rôle potentialisateur du signal glutamatergique. 

E. Synthèse des mécanismes impliqués dans la vulnérabilité à la 

chaleur 

Les mécanismes engendrés par une exposition à la chaleur s’inscrivent dans le cadre général du stress. 

Un individu intolérant à la chaleur développe une réponse inadéquate dès qu’il est soumis à la contrainte. 

Cette réponse inappropriée se caractérise par (i) une insuffisance d’activation des mécanismes inhibiteurs 

(sécrétion de glucocorticoïdes) en regard de l’intensité des mécanismes délétères déclencés par l’agresseur, 

et donc de la charge allostasique qu’ils génèrent (ii) une réaction d’alarme exacerbée (hyperactivation 

sympathique et comportementale), favorisant l’apparition des facteurs délétères et augmentant donc 

encore la charge allostasique. 
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Figure 25 : Schéma de synthèse des mécanismes potentiels impliqués dans la vulnérabilité à la chaleur. 
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V. Perspectives 

Les perspectives de cette thèse ont pour objectif de mieux approfondir les mécanismes de 

vulnérabilité à la chaleur, le but ultime étant une détection précoce des sujets à risque et le développement 

d’une éventuelle thérapeutique initiale. 

Une des caractéristiques fondamentales des animaux intolérants à la chaleur est l’association d’une 

moindre concentration plasmatique de glucocorticoïdes avec l’apparition de signes pathologiques. Ce 

niveau de glucocorticoïdes est pourtant plus élevé que le niveau basal, suggérant qu’un stress a lieu. 

L’émergence de la pathologie révèle une inadéquation entre le niveau de glucocorticoïdes sécrété et la 

demande fonctionnelle. La question est donc : pourquoi n’y a-t-il pas assez de glucocorticoïdes pour 

bloquer la pathologie ? Quoique le stress ait été perçu chez tous les animaux (e.g., augmentation des 

ARNm c-fos, hyperactivité locomotrice), seuls les animaux intolérants présentent un accroissement 

secondaire de leur activité locomotrice et une forte induction des ARNm c-fos. Ceci suggère le maintien 

d’un phénomène activateur ou un défaut d’inhibition. Dans le stress, le mécanisme d’inhibition 

prépondérant est apporté par les glucocorticoïdes. Quoique nous n’ayons pas mis en évidence de 

dysfonction dans l’induction des ARNm au niveau de l’axe HPA, il existe un contraste entre l’excès de 

l’hyperactivation cellulaire et la relative faible augmentation des ARNm CRF et POMC. Ce contraste peut 

s’expliquer par un défaut de production de protéines. Une telle hypothèse peut être examinée par une 

exposition plus longue (Ta=35°C durant 24h) permettant l’installation d’une divergence entre charge 

allostasique et déficit de synthèse en protéines CRF et POMC. Indépendamment du niveau de production 

des glucocorticoïdes, le défaut d’inhibition peut être lié à une insuffisance d’hormone au niveau cellulaire. 

Ceci suppose d’aller voir chez les animaux ainsi exposés le polymorphisme d’expression des gènes de 

signalisation des glucocorticoïdes (récepteurs MR et surtout GR). 

Une deuxième caractéristique essentielle observée chez les animaux intolérants est l’association de 

cette moindre production de glucocorticoïdes avec une absence d’activation de l’expression des ARNm 

IκBα. Cette protéine est manifestement l’une des clés de la tolérance à la chaleur. Il est donc indispensable 

de vérifier s’il existe une relation à la chaleur entre les glucocorticoïdes et l’induction d’IκBα et s’il existe 

une relation entre l’absence d’activation d’IκBα et l’apparition des signes pathologiques. Si tel était le cas, la 

cible mécaniciste du risque de CC résiderait dans le pivot IκBα entre stress et inflammation. 

Pour finir, il est essentiel de faire passer dans la réalité médicale ces travaux précliniques en validant 

l’efficacité d’un traitement précoce par glucocorticoïdes dans le CC. Une supplémentation en 

glucocorticoïdes peut s’avérer protectrice, compte tenu du fort potentiel des glucocorticoïdes endogènes 

dans la réduction de l’activation des processus inflammatoires locaux au cours du développement 

physiopathologique du CC. Cependant, la difficulté est dans le choix du protocole : l’utilisation d’un 

glucocorticoïde naturel à des doses de stress est indispensable pour mimer fidèlement l’action des 

glucocorticoïdes sur les tissus par l’intermédiaire de leurs récepteurs GR. 
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I. Annexe 1 : matériel et méthodes de la pré-
expérimentation 

A. Espèce animale utilisée 

Le rat mâle de type Sprague-Dawley (Iffa Credo) de 250-350 g est choisi en raison d’une abondante 

littérature scientifique sur cet animal et en raison de son utilisation dans les expérimentations antérieures 

du laboratoire concernant le coup de chaleur. 

B. Conditions d’hébergement des animaux 

La stabulation des animaux se fait dans une animalerie périphérique dédiée aux rats et dont 

l’ambiance est contrôlée (Ta : 22 ± 1 °C, humidité relative (h.r.) : 50 ± 10 %, bruit blanc inférieur à 50 db). 

La nourriture et la boisson sont servies ad libitum. Le cycle lumière/obscurité est un rythme de 12 heures 

avec la lumière à 7 heures. 

Il sont maintenus en animalerie durant au moins 8 jours après réception en vue d’une habituation aux 

conditions expérimentales et de la structuration sociale. Durant cette phase, les animaux sont pesés tous 

les matins ouvrés. Ils sont en cage de 3 pour des raisons de structuration sociale : risque de structuration 

dominant/dominé à 2 par cage (type E5, polypropylène). 

C. Traitement 

La métyrapone : 2-Methyl-1,2-di(pyridine-3-yl)propan-1-one (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) 

est utilisée pour son action inhibitrice de la synthèse des glucocorticoïdes au niveau de la 11β-hydroxylase, 

enzyme de conversion de la désoxycorticostérone en corticostérone. Cette substance est solubilisée dans 

du polyéthylène glycol (PEG, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), qui est préalablement diluée dans 

du chlorure de sodium afin d’atteindre une concentration de 40%. La métyrapone est administrée à une 

dose de 150 mg.kg-1 dans un volume de 5 mL.kg-1 de solution de PEG. Les animaux vecteurs reçoivent le 

même volume de solvant. Le traitement est injecté par voie sous-cutanée deux heures avant le début de 

l’expérimentation. 

Bien que ce solvant ait déjà été utilisé dans d’autres études [107, 401, 404], il est susceptible d’induire 

une hypovolémie en raison de son fort pouvoir osmotique [193, 478, 514]. Des analyses de variables 

biochimiques sanguines ont donc été réalisées afin de contrôler ces effets secondaires. 

D. Groupes expérimentaux 

Quatre-vingt-dix-neuf rats sont randomisés dans 11 groupes dont les effectifs sont détaillés dans le 

Tableau 3. Le protocole comprend trois conditions d’exposition, la neutralité thermique (Ta= 22°C pour 

les groupes Contrôle, Injection, Témoin hyperthermie et Témoin coup de chaleur), l’hyperthermie 
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correspondant à 60 min d’exposition à Ta=40°C ; et le CC correspondant à une exposition à Ta= 40°C 

jusqu’à Tre=43°C. Chacune de ces trois conditions, hormis pour le groupe Contrôle, est divisée en deux 

groupes de traitement, la métyrapone afin de réaliser la déplétion en glucocorticoïdes, et le vecteur 

polyéthylène glycol (PEG). 

Tableau 9 : Effectifs des groupes expérimentaux 

 Contrôle Injection Témoin 
hyperthermie 

Témoin 
CC 

Hyperthermie CC 

Polyéthylène glycol (PEG) 9 9 9 9 9 

Métyrapone 
9 

9 9 9 9 9 

Sous-total 9 18 18 18 18 18 

     Total 99 

E. Protocole 

Le déroulement de chaque journée expérimentale, incluant six animaux décalés d’une demi-heure, est 

détaillé sur le chronogramme présenté dans la Figure 26. A 7h00, les 6 animaux sont mis en cages 

individuelles avec un peu de leur sciure de cage d’hébergement afin de réduire le stress de nouveauté. Le 

premier animal reçoit l’injection sous-cutané de traitement (métyrapone ou PEG) correspondant à son 

groupe. Un laps de temps de deux heures est respecté entre l’injection et le début de l’expérimentation afin 

de laisser la réaction de stress s’éteindre. A 9h00, l’animal reçoit ses thermocouples rectal (installé à 7 cm 

de la marge anale) et cutané (face supérieure de la racine de la queue). Les températures sont mesurées de 

manière continue tout au long de l’expérimentation. Il reste dans sa cage à la neutralité durant 30 min 

(« Ref »). A 9h30, l’animal dans sa cage est transporté dans la chambre climatique dont l’environnement est 

ainsi réglé : Ta=40°C et h.r.=40-50%. Il y reste 60 min (2 groupes « Hyperthermie ») ou jusqu’à ce que sa 

température centrale atteigne 43°C (2 groupes « Coup de chaleur »). Les animaux témoins subissent la 

même procédure mais la température de la chambre climatique est laissée à Ta=22°C. Les animaux du 

groupe Injection suivent le même décours temporel. Néanmoins, l’expérimentation est réduite à sa plus 

simple expression : l’animal, dans sa cage, reçoit l’injection de métyrapone ou de solvant. Deux heures plus 

tard, il est prélevé de sa cage pour être anesthésié sous halothane et sacrifié. Les animaux du groupe 

Contrôle ne subissent aucune manipulation et sont sacrifiés entre 9h00 et 11h00. 
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Figure 26 : Chronogramme d’une journée expérimentale 

 

D. Procédure d’anesthésie à l’halothane 

L’anesthésie des animaux est effectuée grâce à l’halothane (Laboratoire Belamont, Paris, France ). Le 

dispositif d’anesthésie se compose d’une cuve à halothane (Ohmeda, Maurepas, France), d’une boîte 

hermétique dotée d’un couvercle et d’une table de travail avec une arrivée de gaz anesthésiant. Lors de 

l’extraction de la chambre climatique, l’animal est immédiatement placé dans la boîte hermétique ventilée 

avec un gaz contenant 4% d’halothane dans 100% d’O2. L’anesthésie est acquise en moins d’une demi-

minute. L’animal est alors extrait de la cuve et son museau est placé dans un système permettant une 

ventilation faciale avec le même gaz afin de maintenir l’anesthésie. 

E. Procédure de prélèvement post-mortem 

L’animal étant toujours placé dans le système d’anesthésie à l’halothane, la paroi abdominale est 

ouverte, le diaphragme est incisé et le cœur est exposé. Le sang est prélevé par ponction intra-cardiaque à 

vue jusqu’à ex-sanguination, puis stocké dans des tubes d’héparinate de sodium, déposés dans la glace en 

attente de centrifugation (4500 RPM, 4°C, 7 min). Le surnageant est aliquoté puis congelé à -80°C en 

attente de dosage hormonaux et biochimiques. 

L’animal est ensuite décapité. Le cerveau est clivé par microdissection en zones. Un échantillon de 

cortex frontal est prélevé, pesé, puis déposé dans un tube Eppendorf contenant 500 µL de RNAlater 

(Ambion, Courtaboeuf, France). Il est ensuite placé à 4°C pendant 24 heures avant d’être stocké à -20°C 

en attente du dosage des ARNm par RT-PCR en temps réel. 
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F. Exploitation des données de température 

Les températures rectale (Tre) cutanée (Tcut) et d’ambiance (Ta) sont mesurées toutes les 5 secondes 

au cours de l’expérimentation. La variable Heat Loss Index (HLI) a été calculée selon la formule suivante 

[398, 399] : 
are
acut

TT
TTHLI

−
−= . Cette formule permet d’évaluer la fraction de chaleur transmise du corps vers 

l’environnement par perte de chaleur non évaporative de la peau vers l’environnement. HLI peut varier de 

0 à 1 avec une vasoconstriction cutanée d’autant plus élevée que la valeur se rapproche de 0 et 

inversement, une vasodilatation d’autant plus importante que la valeur se rapproche de 1. Cette variable a 

été calculée pour chaque mesure de température de chaque rat uniquement sur les périodes de Ta à 22°C 

car la formule n’est pas applicable sur des périodes transitoires d’exposition à 40°C. HLI a donc été calculé 

sur toute la période de mesure de température chez les rats témoins et uniquement sur la période de 

référence chez les rats exposés à la chaleur. 

Les valeurs sont moyennées sur les 30 min de la période de référence (Tre et Tcut Ref) et sur les 30 

secondes de la fin d’exposition à la chaleur (Tre et Tcut Finales). Dans les résultats complémentaires, les 

valeurs des groupes considérés (Tre et Tcut et HLI) sont aussi moyennées sur une minute durant les 5 

premières minutes de la période de stress et sur 15 min durant toute la période de stress. 

La sévérité de l’hyperthermie est évaluée par la charge thermique correspondant à l’aire sous la 

courbe de Tre au dessus d’une valeur seuil de 40,4°C (AUC40,4 en °C.min). Cette charge thermique est 

calculée selon la formule suivante : AUC40,4 = Σ(Tre excédant 40,4) - 40,4)/12. Le seuil de 40,4°C 

représente la température rectale minimale observée pour laquelle un risque de mortalité apparaît dans les 

24 heures suivant l’exposition de rats actifs à la chaleur [203]. Un autre point de rupture a été défini par 

Hubbard : lorsque l’AUC40,4 excède les 20°C.min, le risque de mortalité apparaît chez les rats exposés 

passivement à la chaleur. Ainsi, dans nos conditions expérimentales, la valeur d’AUC40,4 de 20°C.min peut 

être considérée comme la transition d’un état physiologique régulé à un état pathologique dérégulé. 
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II. Annexe 2 : matériel et méthodes de l’expérimentation 
1 : métyrapone et tolérance à la chaleur 

A. Espèce animale utilisée 

Le rat mâle de type Sprague-Dawley (Iffa Credo) de 250-350 g est choisi en raison d’une abondante 

littérature scientifique sur cet animal et en raison de son utilisation dans les expérimentations antérieures 

du laboratoire concernant le coup de chaleur. 

B. Conditions d’hébergement des animaux 

La stabulation des animaux se fait dans une animalerie périphérique dédiée aux rats et dont 

l’ambiance est contrôlée (Ta : 22 ± 1 °C, humidité relative : 50 ± 10 %, bruit blanc inférieur à 50 db). La 

nourriture et la boisson sont servies ad libitum. Le cycle lumière/obscurité est un rythme de 12 heures avec 

la lumière à 8 heures. 

Il sont maintenus en animalerie durant au moins 8 jours après réception en vue d’une habituation aux 

conditions expérimentales et de la structuration sociale. Durant cette phase, les animaux sont pesés tous 

les matins ouvrés. Ils sont en cage de 3 pour des raisons de structuration sociale : risque de structuration 

dominant/dominé à 2 par cage (type E5, polypropylène). 

C. Traitement 

La métyrapone : 2-Methyl-1,2-di(pyridine-3-yl)propan-1-one (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) 

est utilisée pour son action inhibitrice de la synthèse des glucocorticoïdes au niveau de la 11β-hydroxylase, 

enzyme de conversion de la désoxycorticostérone en corticostérone. Cette substance est solubilisée dans 

du polyéthylène glycol (PEG, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), qui est préalablement diluée dans 

du chlorure de sodium afin d’atteindre une concentration de 40%. La métyrapone est administrée à une 

dose de 150 mg.kg-1 dans un volume de 5 mL.kg-1 de solution de PEG. Les animaux vecteurs reçoivent le 

même volume de solvant. Le traitement est injecté par voie sous-cutanée deux heures avant le début de 

l’expérimentation. 

Bien que ce solvant ait déjà été utilisé dans d’autres études [107, 401, 404], il est susceptible d’induire 

une hypovolémie en raison de son fort pouvoir osmotique [193, 478, 514]. Des analyses de variables 

biochimiques sanguines ont donc été réalisées afin de contrôler ces effets secondaires. 

D. Goupes expérimentaux 

Quatre-vingt-dix-huit animaux sont randomisés dans 13 groupes dont les effectifs sont détaillées 

dans le Tableau 10. Le protocole comprend un groupe Contrôle ne subissant aucun traitement, un groupe 

Injection recevant uniquement le traitement et cinq groupes recevant le traitement, équipés de 
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thermocouples et exposés à la chaleur pendant des durées différentes ; 0, 15, 30, 45 et 60 min 

corespondant aux groupes H0, H15, H30, H45, H60. Chacun des groupes, hormis le Contrôle est divisé en 

deux groupes de traitements « PEG » et « métyrapone ». Afin d’éliminer le biais de l’hypothermie due à la 

métyrapone, les animaux recevant de la métyrapone sont conditionnés dans un environnement à 29°C 

juste après l’injection du traitement. La stabulation à 29°C correspond à une vraie thermoneutralité, c’est-

à-dire à la température ambiante induisant le maintien de la température rectale pour la consommation 

énergétique la plus faible. On peut donc imaginer travailler en températures clamp avec ces conditions. 

Pour l’animal, la contrainte surajoutée est minime. 

Tableau 10 : Effectifs des groupes expérimentaux 

 Contrôle Injection H0 H15 H30 H45 H60

PEG 7 7 7 7 7 7 

Métyrapone 
14 

7 7 7 7 7 7 

Sous-total 14 14 14 14 14 14 14 

      Total 98 

E. Protocole 

Chaque journée expérimentale inclut 7 animaux, un rat contrôle ne recevant pas de traitement et un 

rat de chacun des six groupes de traitement, recevant soit la métyrapone, soit le PEG (Figure 27). A 7h00, 

les 7 animaux sont mis en cages individuelles avec un peu de leur sciure de cage d’hébergement afin de 

réduire le stress de nouveauté. Les six animaux traités reçoivent l’injection sous-cutanée de métyrapone ou 

de PEG. Les animaux recevant la métyrapone sont transférés dans une chambre climatique avec une 

Ta=29°C. Un laps de temps de deux heures est respecté entre l’injection et le début de l’expérimentation 

afin de laisser la réaction de stress s’éteindre. A 9h00, 5 animaux reçoivent leurs thermocouples rectal 

(installé à 7 cm de la marge anale) et cutané (face supérieure de la racine de la queue). Les températures 

sont mesurées de manière continue tout au long de l’expérimentation. Ils restent dans leur cage à la 

neutralité durant 30 minutes (« Ref »). A 9h30, les 4 animaux des groupes d’exposition à la chaleur (H0, 

H15, H30, H45, H60) sont transportés dans la chambre climatique dont l’environnement est ainsi réglé : 

Ta=40°C et r.h.=40-50%. Les rats restent dans ces conditions pendant 0, 15, 30, 45 ou 60 minutes selon 

leur groupe d’exposition. L’animal du groupe H0 n’est pas exposé à la chaleur mais directement transféré 

dans la pièce de prélèvement (« Sacrifice H0 »). Les animaux des groupes Contrôle et Injection sont 

sacrifiés et prélevés à 11h00 et 9h30 respectivement. (« Sacrifice Té »). 
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Figure 27 : Chronogramme d’une journée expérimentale 

 

F. Procédure d’anesthésie à l’halothane 

L’anesthésie des animaux est effectuée grâce à l’halothane (Laboratoire Belamont, Paris, France ). Le 

dispositif d’anesthésie se compose d’une cuve à halothane (Ohmeda, Maurepas, France), d’une boîte 

hermétique dotée d’un couvercle et d’une table de travail avec une arrivée de gaz anesthésiant. Lors de 

l’extraction de la chambre climatique, l’animal est immédiatement placé dans la boîte hermétique ventilée 

avec un gaz contenant 4% d’halothane dans 100% d’O2. L’anesthésie est acquise en moins d’une demi-

minute. L’animal est alors extrait de la cuve et son museau est placé dans un système permettant une 

ventilation faciale avec le même gaz afin de maintenir l’anesthésie. 

G. Procédure de prélèvement post-mortem 

L’animal étant toujours placé dans le système d’anesthésie à l’halothane, la paroi abdominale est 

ouverte, le diaphragme est incisé et le cœur est exposé. Le sang est prélevé par ponction intra-cardiaque à 

vue jusqu’à ex-sanguination. Le sang est stocké dans un tube d’héparinate de lithium et un tube sec, 

déposés dans la glace en attente de centrifugation (4500 RPM, 4°C, 7 min). Le surnageant est aliquoté puis 

congelé à -80°C en attente de dosage hormonaux, biochimiques et protéiques. Une partie du sang est 

également récupérée dans des capillaires afin de mesurer l’hématocrite. 

L’animal est ensuite décapité. Le cerveau est clivé par microdissection en zones. Un échantillon de 

cortex frontal est prélevé, pesé, puis déposé dans un tube Eppendorf contenant 500 µL de RNAlater 

(Ambion, Courtaboeuf, France). Il est ensuite placé à 4°C pendant 24 heures avant d’être stocké à -20°C 

en attente du dosage des ARNm par RT-PCR en temps réel. 
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F. Exploitation des données de température 

La température rectale (Tre) est mesurée toutes les 5 secondes au cours de l’expérimentation. Les 

valeurs sont moyennées sur les 30 min de la période de référence (Tre Ref) et sur les 30 secondes du début 

(Tre Début) et les 30 secondes de la fin d’exposition à la chaleur (Tre Finales). Les variations de Tre 

induites par la chaleur sont calculées par la différence entre Tre Finales et Tre Début. 

La sévérité de l’hyperthermie est évaluée par la charge thermique correspondant à l’aire sous la 

courbe de Tre au dessus d’une valeur seuil de 40,4°C (AUC40,4 en °C.min). Cette charge thermique est 

calculée selon la formule suivante : AUC40,4 = Σ(Tre excédant 40,4) - 40,4)/12. Le seuil de 40,4°C 

représente la température rectale minimale observée pour laquelle un risque de mortalité apparaît dans les 

24 heures suivant l’exposition de rats actifs à la chaleur [203]. Un autre point de rupture a été défini par 

Hubbard : lorsque l’AUC40,4 excède les 20°C.min, le risque de mortalité apparaît chez les rats exposés 

passivement à la chaleur. Ainsi, dans nos conditions expérimentales, la valeur d’AUC40,4 de 20°C.min peut 

être considérée comme la transition d’un état physiologique régulé à un état pathologique dérégulé. 

Puis une deuxième analyse est effectuée afin de mieux cerner les conséquences pathologiques de la 

chaleur. Pour ce faire, les rats ont été redistribués selon leur charge thermique. La valeur d’AUC40,4 de 20 

°C.min comme point de clivage des groupes a été choisie car elle correspond, chez les rats passivement 

exposés à la chaleur, au seuil d’apparition du risque de mortalité dans les 24 heures [203]. Les rats sont 

ainsi redistribués en quatre groupes : (i) le groupe Contrôle représente la situation physiologique de base, 

sans stress ; (ii) le groupe HL1 comprend les rats n’ayant pas été exposés à la chaleur (groupes Injection et 

H0) ; (iii) le groupe HL2 comprend les rats exposés à la chaleur avec une hyperthermie modérée, sans 

risque létal (AUC40,4<20°C.min) et (iv) le groupe HL3 comprend les rats exposés à la chaleur avec une 

hyperthermie sévère, avec risque létal (AUC40,4≥20°C.min). 
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III. Annexe 3 : matériel et méthodes de l’expérimentation 
2 : stress et tolérance à la chaleur 

A. Espèce animale utilisée 

Le rat mâle de type Sprague-Dawley (Iffa Credo) de 250-350 g est choisi en raison d’une abondante 

littérature scientifique sur cet animal et en raison de son utilisation dans les expérimentations antérieures 

du laboratoire concernant le coup de chaleur. 

B. Conditions d’hébergement des animaux 

La stabulation des animaux se fait dans une animalerie périphérique dédiée aux rats et dont 

l’ambiance est contrôlée (Ta : 22 ± 1 °C, humidité relative : 50 ± 10 %, bruit blanc inférieur à 50 db). La 

nourriture et la boisson sont servies ad libitum. Le cycle lumière/obscurité est un rythme de 12 heures avec 

la lumière à 7 heures. 

Il sont maintenus en animalerie durant au moins 8 jours après réception en vue d’une habituation aux 

conditions expérimentales et de la structuration sociale. Durant cette phase, les animaux sont pesés tous 

les matins ouvrés. Ils sont en cage de 3 pour des raisons de structuration sociale : risque de structuration 

dominant/dominé à 2 par cage (type E5, polypropylène). 

C. Procédure d’implantation Dataquest 

Les animaux sont anesthésiés par injection IP de Pentobarbital, à la dose initiale de 100 µl/100 g de 

poids corporel (60 mg.kg-1) suivie éventuellement d’une réinjection toutes les heures de 25 µl/100 g de 

poids corporel. Une prophylaxie antibiotique est assurée par de l’Extenciline® (60000 ui.kg-1, IM) et une 

couverture analgésique post-opératoire par Finadyne® (0,1 ml / 300 g de rat soit 1 mg/kg, SC) toutes les 

48 heures durant 4 jours. 

La face ventrale des animaux est rasée puis nettoyée à la Bétadine®. Les capteurs télémétriques sont 

des capteurs mesurant la température corporelle profonde et l’activité (TA10TAF40). Ces capteurs 

permettent une acquisition en continu pendant plusieurs semaines après avoir été mis en place 

chirurgicalement dans la cavité abdominale. Une incision longitudinale de la peau puis de la paroi 

musculaire abdominale est pratiquée sur 3 cm en suivant la ligne blanche, à partir de 1 cm sous l’appendice 

xiphoïde. Le corps du capteur est placé dans la cavité abdominale, puis la paroi abdominale est suturée sur 

deux plans : le plan musculaire avec un fil résorbable monobrin Dec.1.5, la peau avec un fil non résorbable 

monobrin Dec. 2.0. 

Les capteurs sont activés dès la fin de l’opération et les informations de température corporelle 

profonde et d’activité sont récupérées à raison d’un point toutes les minutes. Elles servent à évaluer la 

récupération de l’animal : l’apparition de rythme circadien propre d’activité et de température, l’absence de 
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fièvre signent une récupération correcte. Parallèlement, les animaux seront pesés et la reprise pondérale 

sera un élément important. 

D. Groupes et procédure d’exposition à la chaleur 

Quatre-vingt animaux sont randomisés un groupe d’exposition à la chaleur (68 rats, Ta= 40°C) et un 

groupe Contrôle (12 rats, Ta= 22°C). Les animaux dans leur cage sont transférés dans la chambre 

climatique pendant 90 min dont la température ambiante a été réglée à Ta=40°C et l’humidité relative à 40-

50%. Lors de l’exposition, le biberon d’eau et la nourriture sont retirés de la cage. Une journée 

d’expérimentation inclut 6 ou 7 animaux. Le premier est transféré dans le caisson à 8h00, puis les autres 

sont décalés de 20 min chacun. Les animaux témoins restent dans l’animalerie et sont directement amenés 

dans la pièce de prélèvement entre 9h00 et 11h00 à raison de un par journée d’expérimentation. 

E. Procédure d’anesthésie à l’halothane 

L’anesthésie des animaux est effectuée grâce à l’halothane (Laboratoire Belamont, Paris, France ). Le 

dispositif d’anesthésie se compose d’une cuve à halothane (Ohmeda, Maurepas, France), d’une boîte 

hermétique dotée d’un couvercle et d’une table de travail avec une arrivée de gaz anesthésiant. Lors de 

l’extraction de la chambre climatique, l’animal est immédiatement placé dans la boîte hermétique ventilée 

avec un gaz contenant 4% d’halothane dans 100% d’O2. L’anesthésie est acquise en moins d’une demi-

minute. L’animal est alors extrait de la cuve et son museau est placé dans un système permettant une 

ventilation faciale avec le même gaz afin de maintenir l’anesthésie. 

F. Procédure de prélèvement post-mortem 

L’animal étant toujours placé dans le système d’anesthésie à l’halothane, la paroi abdominale est 

ouverte, le diaphragme est incisé et le cœur est exposé. Le sang est prélevé par ponction intra-cardiaque à 

vue jusqu’à ex-sanguination. Le sang est stocké dans un tube d’héparinate de lithium, un tube d’EDTA et 

un tube sec, qui sont déposés dans la glace en attente de centrifugation (4500 RPM, 4°C, 7 min). Le 

surnageant est aliquoté puis congelé à -80°C en attente de dosage hormonaux, biochimiques et protéiques. 

Une partie du sang est également récupérée dans des capillaires afin de mesurer l’hématocrite. 

L’animal est ensuite décapité. Le cerveau est clivé par microdissection en zones. Un échantillon de 

cortex frontal, l’hypothalamus médian et l’hypophyse sont prélevés, pesés, puis répartis dans des tubes 

contenant 500 µL de RNAlater (Ambion, Courtaboeuf, France). Ils sont ensuite placés à 4°C pendant 24 

heures avant d’être stockés à -20°C en attente du dosage des ARNm par RT-PCR en temps réel. 

G. Exploitation des données de température 

Les 80 animaux sont distribués a posteriori en quatre groupes à l’aide d’une méthode statistique de 

classification (k-moyennes) qui minimise la variabilité intra-groupe et maximise la variabilité inter-groupes 
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(Statsoft-France, Maison-Alfort, France). La classification est basée sur la variable de Tabd finale car elle 

représente un bon indice du niveau de tolérance à la chaleur, toutes choses étant par ailleurs égales (durée 

exposition). Les groupes de rats ainsi formés se composent de la manière suivante : (i) un groupe Contrôle 

composé des 12 rats exposés à la neutralité, (ii) un groupe Tolérant (Tol, n=30) comprenant les rats 

exposés au chaud présentant les plus faibles valeurs de Tabd finale, (iii) un groupe Médian (Med, n=24) 

composé des rats exposés au chaud présentant des valeurs intermédiaires de Tabd finale et (iv) un groupe 

d’Intolérant (HE, n=14) incluant les rats exposés au chaud ayant atteint les valeurs de Tabd finale les plus 

élevées. 
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IV. Annexe 4 : procédures de dosages des ARNm par RT-
PCR en temps réel  

A. Extraction des ARNm par le MagNApure : 

Les prélèvements cérébraux sont retirés du RNAlater et placés dans une solution tampon RLT 

(Guanidine Thyocyanate lysis buffer, Qiagen, Courtaboeuf, France) à une concentration de 200 mg.mL-1. 

Après l’ajout de deux billes de carbure de tungstène dans chaque tube, le tissu est broyé à l’aide du broyeur 

à billes MM300 (Rescht, Haan, Allemagne) pendant 2 minutes à 30 Hz. Les lysats obtenus sont ensuite 

conservés à -80°C en attente d’extraction d’ARNm. 

L’extraction est effectuée par l’automate MagNApure (Roche Applied Science, Mannheim, 

Allemagne) à l’aide d’un kit d’extraction (Isolation Kit II Tissu) à partir de 40µL de lysat (soit 8 mg de 

tissu). Un volume d’élution final de 50 µL contenant les ARNm est obtenu. 

La transcription inverse (RT) est immédiatement réalisée (Reverse Transcription Core Kit, 

Eurogentec, Seraing, Belgium) à partir de 4 µL d’ARNm (soit 0,6 mg de tissu) avec 0,5 µL d’Oligo d(T) 

(50µM) et un inhibiteur de RNase selon les instructions du fournisseur. Les échantillons 

d’ADNcomplémentaire (ADNc) sont stockés à -80°C jusqu’à leur utilisation. 

B. Dessin des amorces 

Le dessin des amorces est effectué à l’aide du logiciel MacVector Software (Accelrys, San Diego, 

USA). La spécificité de l’amplification de la PCR est vérifiée par l’analyse de la courbe de fusion (décrite 

par [378]). Les pics de fusion issues du produit de RT et de l’ADN recombinant spécifique sont 

identiques. Les amorces sont synthétisées par le laboratoire Eurogentec (Saraing, Belgique). Les séquences 

ainsi que les conditions de PCR de toutes les amorces utilisées sont récapitulées dans le Tableau 11. 
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Tableau 11 : Séquences des amorces utilisées et conditions de PCR 

Gène N° accession 
Genbank Séquence amorce 5’-3’ 

Longueur 
amplicon 
(pb) 

Température 
hybridation 
(°C) 

CycA NM_017101 
sens         GGCAAATGCTGGACCAAACAC 

anti-sens  CTTCCCAAAGACCACATGCTTG 
94 56 

HPRT NM_012583 
sens         CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC 

anti-sens  GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 
123 60 

β-actine  NM_031144 
sens         TCAGGTCATCACTATCGGCAATG 

anti-sens  TTTCATGGATGCCACAGGATTC 
95 54 

Hsp70-1 X77207 
sens         ACCATCGAGGAGGTGGATTAGAGG 

anti-sens  ACCAGCAGCCATCAAGAGTCTGTC 
77 62 

Hsp70-2 X77208 
sens         TTTCCTTGCATGGTGGCTCAC 

anti-sens  TTCACACACTGGGGAACAAGTGC 
95 60 

IL-1β NM_031512 
sens         CACCTCTCAAGCAGAGCACAG 

anti-sens  GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC 
79 58 

TNFα NM_012675 
sens         AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC 

anti-sens  TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC 
111 58 

IκBα XM_343065 
sens         AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG 

anti-sens  CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG 
115 57 

MCIP1 NM_153724 
sens         GACTTTAACTACAATTTTAGCTCCCTGAT 

anti-sens  TTGGCCCTGGTCTCACTTTC 
80 60 

c-fos NM_022197 
sens         CGGAGAATCCGAAGGGAAAG 

anti-sens  TGGCAATCTCGGTCTGCAAC 
136 55 

c-jun NM_021835 
sens         CAATGGGCACATCACCACTACAC 

anti-sens  TCTGGCTATGCAGTTCAGCTAGG 
122 61 

CRF NM_031019 
sens         TGGATCTCACCTTCCACCTTCTG 

anti-sens  TTCCTGTTGCTGTGAGCTTGC 
85 58 

POMC NM_139326 
sens         TCACCACGGAAAGCAACCTG 

anti-sens  TTTCAGTCAAGGGCTGTTCATCTC 
108 57 

EGR1 NM_012551 
sens         CGAGCGAACAACCCTACGA 

anti-sens  CGTTATTCAGAGCGATGTCAGAA 
63 53 
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C. La PCR en temps réel 

Les PCR sont réalisées avec le réactif Fast Start DNA Master SYBR Green kit (Roche Applied 

Science, Mannheim, Allemagne). Dans un volume final de 20 µL, 0,25 µL de solution d’ADNc (soit 15 µg 

de tissu) avec une concentration de 4 mM pour le MgCl2 et de 0,4 µM pour chaque amorce sont utilisés. 

Les PCR sont réalisées grâce au thermocycleur Lightcycler (Roche Applied Science, Mannheim, 

Allemagne). Après une première phase d’activation de la polymérase à 95°C, 50 cycles d’amplification 

comportant chacun trois étapes sont réalisées. La dénaturation correspond à la séparation des deux brins 

d’ADN (20 sec à 95°C). L’annelage ou hybridation correspond à la fixation des amorces sur leur séquence 

complémentaire (température dépendante de la taille et la composition en bases de l’amorce : 52 à 62°C 

pendant 5 sec). Enfin, l’élongation correspond à la synthèse des brins d’ADNc (8 sec à 72°C). En fin 

d’analyse, la phase de fusion permet de vérifier la spécificité du produit amplifié selon les instructions du 

fournisseur. Les valeurs de cycle de sortie (Cp) sont calculées par le logiciel Light Cycler Software v.3.5 

(Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne), en utilisant la méthode de la dérivée seconde. La 

quantification est réalisée avec un pool d’échantillons d’ANDc comme calibrateur selon la méthode 

comparative du cycle seuil (« comparative threshold cycle method ») [292]. Les valeurs relatives d’ARNm 

sont calculées par le logiciel RelQuant (Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne). La normalisation 

est effectuée par la moyenne géométrique d’au moins trois gènes de contrôle validés pour chaque 

expérimentation [493]. 
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V. Annexe 5 : procédures de dosages sanguins 

A. Protéines totales 

La détermination quantitative des protéines totales est effectuée sur du plasma recueilli sur héparine à 

l’aide d’un analyseur automatique Roche/Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Meylan, France) par la méthode 

colorimétrique du Biuret. Un réactif témoin composé de soude et de tartrate de potassium et de sodium 

est ajouté à l’échantillon. Puis on ajoute le réactif du biuret composé de soude, tartrate de potassium et de 

sodium, iodure de potassium et sulfate de cuivre. Les ions cuivriques réagissent en solution alcaline avec 

les liaisons peptidiques des protéines avec formation d’un complexe pourpre caractéristique. Le tartrate de 

potassium et de sodium empêche la précipitation de l’hydroxyde de cuivre et l’iodure de potassium 

empêche l’auto réduction du cuivre. 

Protéines + Cu++                          complexe Cu-protéine 

L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle à la concentration en 

protéines et est mesurée par spectrophotométrie. 

solution 

alcaline 

B. Créatinine 

La détermination quantitative de la créatinine est effectuée sur du plasma recueilli sur héparine à 

l’aide d’un analyseur automatique Roche/Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Meylan, France) par la méthode 

de Jaffé en cinétique compensée. Un premier réactif (soude) est ajouté à l’échantillon. Puis la réaction est 

déclenchée par l’addition d’un second réactif (acide picrique). 

Créatinine + acide picrique                            complexe créatinine-acide picrique 

En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate un complexe jaune orangé. L’intensité de la 

coloration développée est directement proportionnelle à la concentration en créatinine et est mesurée par 

spectrophotométrie. 

solution

alcaline

C. Albumine 

La détermination quantitative de l’albumine est effectuée sur du plasma recueilli sur héparine à l’aide 

d’un analyseur automatique Roche/Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Meylan, France) par la méthode au 

vert de bromocrésol (BCG, « bromocresol green »). Un premier réactif tampon (citrate) est ajouté à 

l’échantillon. Puis la réaction est déclenchée par l’addition d’un second réactif composé de citrate et de 

vert de bromocrésol. A un pH de 4,1, l’albumine présente un caractère suffisamment cationique pour se 

combiner avec le BCG pour former un complexe bleu-vert. 

Albumine + BCG                         complexe albumine-BCG 
pH 4,1 
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L’intensité de la coloration bleu-vert développée est directement proportionnelle à la concentration 

de l’albumine et est mesurée par spectrophotométrie. 

D. Lactate 

La détermination quantitative est effectuée sur du plasma recueilli sur EDTA à l’aide d’un analyseur 

automatique Roche/Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Meylan, France) par une méthode enzymatique. Le 

L-lactate est oxydé par l’oxydase lactique (LOD), enzyme spécifique, pour former du pyruvate. 

L-lactate + O2                           pyruvate + H2O2

En présence d’un chromogène, le peroxyde d’hydrogène formé est transformé sous l’action d’une 

peroxydase (POD) en produit de réaction coloré dont on mesure l’absorbance. 

H2O2 + donneur H + 4-aminoantipyrine+                          chromogène+ + 2H2O 

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration de L-lactate. 

Les solutions de travail sont composées pour la première de donneur hydrogène, oxydase d’ascorbate 

et tampon et pour la seconde de 4-aminoantipyrine, LOD, POD et tampon. 

  LOD 

 POD

E. Glucose 

La détermination quantitative du glucose dans le plasma (recueilli sur héparine) est effectuée à l’aide 

d’un analyseur automatique Roche/Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Meylan, France) par un test 

colorimétrique enzymatique. La réaction est déclenchée par l’addition du réactif composé de tampon 

phosphate, POD, amino-4 phénazone et phénol. En présence de glucose-oxydase (GOD) le glucose est 

oxydé par l’oxygène de l’air en gluconolactone : 

Glucose + O2 + H2O                         gluconolactone + H2O2

Le peroxyde d’hydrogène formée réagit, dans une réaction catalysée par la POD, avec l’amino-4 

phénazone et le phénol avec formation d’un dérivé coloré rouge : 

  GOD 

2H2O2 + amino-4 phénazone + phénol                    (mono-imino-p-benzoquinone)-4 phénazone + H2O 
  POD

L’intensité de la coloration développée, directement proportionnelle à la concentration en glucose, 

est mesurée par spectrophotométrie. 

F. Triglycérides 

La détermination quantitative des triglycérides dans le plasma (recueilli sur héparine) est effectué à 

l’aide d’un analyseur automatique Roche/Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Meylan, France) par un test 

colorimétrique enzymatique. La réaction est déclenchée par l’addition d’un réactif composé de tampon, 

chloro-4 phénol et enzymes dans l’échantillon : 
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triglycérides +   3H2O                                  glycérol + 3RCOOH 

 

glycérol + ATP                             glycérol-3-phosphate + ADP 

 

glycérol-3-phosphate + O2                         dihydroxyacétone-phosphate + H2O2

H2O2 + amino-4 phénazone + chloro-4 phénol                      (mono-imino-p-denzoquinone)-4 

phénazone + 2H2O + HCl  

L’hydrolyse rapide et complète des tryglycérides en glycérol et acides gras est obtenue par une 

lipoprotéine-lipase de micro-organismes. Le glycérol formé est ensuite transformé en glycérol-3-

phosphate, puis oxydé en dihydroxyacétone-phosphate avec formation de peroxyde d’hydrogène. En 

présence de peroxydase le peroxyde d’hydrogène réagit, dans une réaction selon Trinder, avec l’amino-4 

phénazone et le chloro-4 phénol avec formation d’un dérivé coloré rouge. L’absorbance est déterminé en 

point final. 

lipoprotéine lipase

glycerol kinase 

    Mg++

    GPO

   POD

G. Glycérol 

La détermination quantitative du glycérol dans le plasma (recueilli sur EDTA) est effectuée par une 

méthode enzymatique colorimétrique (kit de Diffchamb, Lyon, France) dont le principe repose sur les 

réactions suivantes : 

glycérol + ATP                        L-glycérol-3-phosphate + ADP 

 

DAP + PEP                        ATP + pyruvate 

 

pyruvate + NADH +H+                        L-lactate + NAD+

 

    GK 

    PK

  L-LDH 

H.Corticostérone plasmatique 

La détermination quantitative de la corticostérone plasmatique (recueilli sur héparine) est effectuée 

par radio-immuno-assay (RIA) à l’aide d’un kit (125I RIA kit, ICN Biomedicals, Strasbourg, France). La 

technique de RIA consiste à doser la corticostérone par liaison compétitive d’anticorps spécifiques anti-

corticostérone. Une quantité connue de corticostérone marquée à l’125I est ajoutée à l’échantillon de 

plasma. Puis une quantité connue d’anticorps spécifiques anti-corticostérone est ajoutée. Les anticorps 
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vont d’abord se fixer sur la corticostérone non marquée puis, s’il reste des anticorps libres, sur la 

corticostérone marquée. Après centrifugation, la radioactivité présente dans le culot contenant les 

complexes corticostérone-anticorps et corticostérone marquée-anticorps est déterminée à l’aide d’un 

compteur gamma. 

I. ACTH plasmatique 

La détermination quantitative de l’ACTH plasmatique (recueilli sur EDTA) est effectuée par radio-

immuno-assay (RIA) à l’aide d’un kit (125I RIA kit, MP Diagnostics, Illekirch, France). Le principe de la 

technique est identique au dosage de la corticostérone plasmatique. 

J. Interkeukine-1β 

La détermination quantitative de l’IL-1β dans le plasma (receuilli sur héparine dans la manip 2 et sur 

sérum dans la manip 3) est effectuée par la technique sandwich immuno-assay à l’aide d’un kit ELISA 

(Quantinine, Rat IL-1β/IL-1F2 Immunoassay, R&D Systems Europe, Lille, France). Cette technique 

consiste à incuber les échantillons avec des anticorps polyclonaux spécifiques de l’IL-1β rat. Après lavage, 

un second anticorps polyclonal spécifique de l’IL-1β rat lié à une enzyme est ajouté. Après un second 

lavage, l’addition d’une solution de substrat conduit à une réaction enzymatique de couleur bleue virant au 

jaune après l’addition d’une solution stoppant la réaction. L’intensité de la couleur mesurée est 

proportionnelle à la quantité d’IL-1β liée lors de la première étape. La concentration plasmatique de l’IL-

1β est exprimée en pg.mL-1. 

K. Evaluation de l’hématocrite 

Le sang prélevé sur tube à hématocrite (Haematokrit Kapillaren, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, 

Allemagne) est centrifugé (5 min à 12000 rpm à la Ta). La lecture se fait sur une plaque de lecture 

spécifique. L’hématocrite est exprimée en % de globules rouges. 
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RESUME 

Le coup de chaleur est une pathologie grave sans thérapeutique spécifique. Les animaux en coup de 

chaleur souffrent d’une inflammation accompagnée d’un déséquilibre métabolique en dépit de l’induction 

de « heat shock proteins » (Hsp70) et de la sécrétion de glucocorticoïdes. Le rôle relatif des ARNm Hsp70 

et des glucocorticoïdes dans la tolérance à la chaleur est analysé. Les animaux vigiles intolérants à la 

chaleur présentent : une hyperthermie et une déshydratation sévères, un déséquilibre métabolique, une 

moindre sécrétion de glucocorticoïdes, des signes d’hyperactivation et d’agression cellulaires ainsi qu’une 

activation des processus inflammatoires. L’expression des ARNm Hsp70 est dépendante de l’intensité de 

l’agression et apparaît comme un mécanisme suiveur. Les glucocorticoïdes sont impliqués dans la 

tolérance en réduisant le développement des processus inflammatoires locaux et en favorisant l’expression 

des ARNm du facteur inhibiteur κBα (IκBα). 

 

Mechanisms of heat vulnerability : involvement of systemic and cellular stress 

 

Heat stroke is a serious illness without specific treatment. Heat stroked animals exhibit inflammatory 

processes accompanied by metabolic imbalance. These impairments take place despite of heat shock 

proteins (Hsp70) induction and glucocorticoid secretion. The role of Hsp70 mRNA and glucocorticoids 

in heat tolerance has been analyzed. Vigil animals intolerant to heat present: severe hyperthermia and 

dehydration, metabolic imbalance, lesser glucocorticoid production, signs of cellular hyperactivation and 

aggression, activation of inflammatory processes. The Hsp70 mRNA expression depends on the intensity 

of the stressor and appears, in the chain of causality, as a consequence of the heat aggression. 

Glucocorticoids are involved in tolerance by reducing local inflammatory processes and favouring the 

expression of the inhibitory factor κBα (IκBα) mRNA. 
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