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Résumé :

La réalité du « Syndrome de la guerre du Golfe » longtemps controversée vient récemment d'€tre
affirmée par un rapport établi a la demande du Congrés américain. Ce méme rapport met plus
particulierement en cause 1'utilisation, par les soldats, d'anticholinestérasiques tels que des insecticides, des
pesticides et la pyridostigmine (PB), traitement prophylactique des intoxications aux neurotoxiques
organophosphorés.

Dans ce travail, nous avons utilisé un modele rongeur afin de rechercher si la PB, administrée en
situation de stress, peut engendrer des atteintes cérébrales au niveau cellulaire, moléculaire ou fonctionnel.
Alors que le traitement ou le stress seuls ne se traduisent par aucun effet sur les capacités d’apprentissage
des animaux, les rats stressés ayant recu la PB présentent un retard d’apprentissage. Pourtant, chez ces
animaux, nous avons mis en évidence, dans 'hippocampe, une augmentation de I’expression de genes en
faveur de l'amélioration des processus cognitifs. Ce paradoxe pourrait s'expliquer par le fait que le
traitement par la PB modifie la réponse au stress des animaux, comme le suggere 1'augmentation de
I'expression des récepteurs aux minéralocorticoides que nous avons observée dans 1'hypothalamus.

Bien que cette étude expérimentale mette en évidence que la PB administrée en situation de stress peut
présenter des effets secondaires, au niveau cérébral, elle ne peut, a I'heure actuelle, remettre en cause
I'utilisation de ce traitement prophylactique en cas de menace chimique, particulierement en cas de risque

d’intoxication au soman.

Abstract :

Reality of « Gulf war syndrome » has been much discussed. However, a recent report presented at the
American Congress confirmed its existence. This report rises questions particularly about the use of
anticholinesterasics by soldiers, such as insecticides, pesticides and pyridostigmine bromide (PB), a drug
used as a prophylaxis treatment against nerve agent poisoning.

In this work we evaluated, in a rat model, cellular, molecular and behavioral consequences of the
association of repeated stress and PB treatment. While stress or PB alone have no effect on learning
abilities, association of stress and PB treatment leads to learning dysfunctions. However, stressed rats
receiving PB present an increase in the hippocampus expression of genes implicated in learning
development. This paradox might be explained by PB treatment which modifies stress response of animals.
Indeed, we have shown that PB increases mineralocorticoids receptor expression in hypothalamus.

Although this study demonstrates that administration of PB, under stress, can induce central side
effects, PB use for prophylaxis treatment has not to be reconsidered because of its vital requirement

essentially in case of soman intoxication.







Acétyl coA
ACh
AChE
ACtCh
ACTH
ADN
ADNCc
AlIF
AMM
AMPc
Apaf-1
ARBP
ARE
ARNm
ATP
AVP
BDNF
BHE
BrdU
BuChE
CaM
CamKII
CBG
ChE
CIAC
CREB
COX-2
CRF
Ccv
CycA
DAB
DAG
DEET
DL50
DTNB

Liste des abréviations

Acétyl coenzyme A

Acétylcholine

Acétylcholinestérase

Acétylthiocholine

Adrenocorticotropin hormone (hormone adréno-corticotrope)
Acide désoxyribonucléique

ADN complémentaire

Apoptosis-inducing factor (facteur induisant 1’apoptose)
Autorisation de mise sur le marché

Adénosine monophosphate cyclique

Apoptotic protease-activating factor-1

Acidic ribosomal phosphoprotein

Adenine/uridine-rich element (séquence riche en adénine/uridine)
Acide ribonucléique messager

Adénosine tri-phosphate

Arginine vasopressine

Brain-derived neurotrophic factor

Barriere hémato-encéphalique

Bromodéoxyuridine

Butyrylcholinestérase

Calmoduline

Calcium-calmoduline kinase II
Corticosteroid-binding-protein (transcortine)
Cholinestérase

Convention d’interdiction d’utilisation des armes chimiques
cAMP response element binding protein (élément de réponse liant I’ AMPc)
Cyclo-oxygenase 2

Corticotropin releasing factor (corticolibérine)

Coefficient de variation

Cyclophilin A

3, 3’- diaminobenzidine tétrahydrochloride

Diacylglycérol

N,N-diéthyl-m-toluamide

Dose 1étale 50 %

Acide dithio-5,5’bis-(nitro-2 benzoique)



GABA
GDP
GFAP
GR
GRE
GTP
3-HMP
HPA
Hpc
HPLC
HPRT
11BHSD
HSE
HSF
Hsp
HY

IC

IEG
IgG
I-xB

1

1-1
Il-1ra
II-1R1
iNOS
i.m.

L.

1P;
iso-OMPA
JNK
KO
LPS
LTh
MAPK
MCIP1
MR
MSH
NCAM

Acide-y-aminobutyrique

Guanosine di-phosphate

Glial fibrillary acidic protein (protéine acide fibrillaire gliale)
Glucocorticoid receptor (récepteur aux glucocorticoides)
Glucocorticoid response element (élément de réponse aux glucocorticoides)
Guanosine tri-phosphate

3-hydroxy-N-méthyl-pyridinium

Hypothalamo-pituitary-adrenal (axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien)
Hippocampe

Chromatographie liquide a haute pression

Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase

11-B hydroxystéroide déshydrogénase

Heat shock element (promoteur du gene codant pour les Hsp)

Heat shock factor

Heat shock proteins (protéines de choc thermique)

Hypothalamus

Intervalle de confiance

Immediate early gene (geéne rapidement inductible)
Immunoglobulines G

Inhibiteur de NF-«xB

Interleukine

Interleukine-1

Interleukine-1 receptor antagonist (antagoniste du récepteur de I'Il-1)
Interleukin-1 receptor (récepteur de I’'1l-1)

inducible nitric oxyde synthase (monoxyde d’azote synthase inductible)
Intra-musculaire

Intra-veineux

Inositol-1,4,5-triphosphate

Tetraisopropyl pyrophosphoramide

c-Jun N-terminal kinase

Knock-out

Lipopolysaccharide

Lymphocyte T helper

Mitogen-activated protein kinase

Modulatory-calcineurin-interacting protein

Mineralocorticoid receptor (récepteur aux minéralocorticoides)
Hormone mélanostimulante

Neural cell adhesion molecule (molécule d’adhérence neuronale)



NF-«B
NGF
nGRE
NK
NLS
NMDA
NOP
NTE
Oligo(dT)
ONU
2-PAM
PB
PCA
PCR
PIP,
PI3K
PKA
PKC
PLC
p-o.
POMC
PON
PVN
RCPG
RER
RIA
RT
RT-PCR
s.c.
SEM
SGA
SGZ
SLA
SNC
SNP
SON
Svz
TBS

Nuclear Factor kappa B

Nerve Growth Factor

negative GRE (élément de réponse négatif aux glucocorticoides)
test de Newman-Keuls

Nuclear localisation sequence (séquence de localisation nucléaire)
Récepteur au N-méthyl-D-aspartate

Neurotoxique organophosphoré

Neuropathy-target-esterase

Oligodéoxythymidine

Organisation des Nations Unies

2-pyridine aldoxime methyl chloride

Bromure de pyridostigmine ou pyridostigmine

Test du Pole Climbing Avoidance

Polymerase chain reaction (réactions de polymérisation en chaine)
Phosphatidylinositol-4,5-diphosphates

Phosphoinositide 3-kinase

Protéine Kinase A

Protéine Kinase C

Phospholipase C

per os, par voie orale

Pro-opiomélanocortine

Paraoxonase

Noyau hypothalamique paraventriculaire

Récepteurs couplés aux protéines G

Réticulum endoplasmique rugueux

Dosage radioimmunologique

Transcription inverse

Transcription inverse suivie de réactions de polymérisation en chaine
Sous-cutanée

Standard error mean

Syndrome général d’adaptation

Zone subgranulaire de 1’hippocampe

Sclérose Amyotrophique Latérale

Systeéme nerveux central

Systeme nerveux périphérique

Noyau supra-optique de 1’hypothalamus

Zone subventriculaire du striatum

Tris Buffer Saline (Tampon Tris salin)



TLR
Tm
TNB
TNFa
TrkB
TUNEL
UA
VAChT
VEGF

Toll-like receptors

Température de fusion

acide 5-mercapto-2-nitrobenzoique

Tumor necrosis factor o (facteur de nécrose tumorale o)

Tropomyosin related kinase

TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) mediated dUTP-biotin Nick End Labelling
Unités arbitraires

Vesicular-acetylcholin-transporter (transporteur vésiculaire de 1’acétylcholine)

Vascular endothelial growth factor (facteur de croissance endothélial vasculaire)
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Introduction

Entre aolt 1990 et avril 1991 s’est déroulée la premiere guerre du Golfe regroupant une coalition de
différents pays afin de délivrer le Koweit qui venait d’étre envahi par I’Irak. Au total, plus de 800 000
hommes ont été déployés pendant le conflit. Des 1993, d’abord aux Etats-Unis puis en Grande-Bretagne,
certains vétérans ont fait état de problemes de santé, de pathologies, signes ou symptomes regroupés sous
I’expression « syndrome de la guerre du Golfe ». Avant le premier semestre 2000, il n’a pas été relevé de
phénomenes pathologiques en France. Depuis cette date, plusieurs dizaines de vétérans francais se sont
plaints de différents symptomes aussi variés que ceux de leurs confréres américains et britanniques. Depuis
2000, le Service de Santé des Armées frangais a donc également développé, au méme titre que les Services
de Santé alliés, des projets de recherche relatifs a ce sujet.

L’existence du syndrome de la guerre du Golfe, longtemps controversée, a récemment été affirmée par
un rapport établi a la demande du congrés américain (veterans'illnesses 2008). Les enquétes
épidémiologiques conduites a ce sujet ont identifié différents facteurs de risque exposant les participants au
conflit du Golfe a un risque sanitaire. Il s’agit du stress physique comme psychologique, des fumées de
puits de pétrole en flamme, des pesticides et insecticides épandus massivement, des aérosols d’uranium
appauvri résultant de I’explosion de certaines munitions (obus fleches), de cocktails de vaccins ainsi que de
particules de gaz de combats (sarin, tabun, soman). Parmi ces agents, les différents travaux révelent la
possible implication de I'utilisation mal contr6lée de bromure de pyridostigmine (PB). Un rapport frangais
mandaté par 1’Assemblée Nationale (Salamon et al. 2001) a d’ailleurs conclu que, pour expliquer les
différents troubles décrits par les vétérans, « I’hypothése d’une relation avec la pyridostigmine ne peut étre
totalement exclue ». La PB est un anticholinestérasique réversible dont la prise a été ordonnée dans le
cadre du pré-traitement lors d’alertes chimiques au cours de la premiére guerre du Golfe. Etant donné
I’'importance du systeéme cholinergique dans le fonctionnement des systemes nerveux central et
périphérique, les effets secondaires possibles de la prise répétée de PB chez les vétérans apparaissent
comme un point important a éclaircir. Initialement la posologie de PB, utilisée comme pré-traitement lors
d’une menace chimique, avait été considérée comme non toxique. Ce n’est qu’avec ’apparition du
syndrome de la guerre du Golfe que de nombreuses études épidémiologiques ont mis en cause 1’usage de
cette molécule et de ses effets a long terme, notamment lorsqu’elle est combinée & d’autres composés
chimiques ou au stress. En effet, le récent rapport américain met en exergue une possible implication de
I’association de la PB avec différents composés chimiques neurotoxiques ou avec le stress pour expliquer
les troubles décrits par les vétérans.

La PB possede un ammonium quaternaire 1’empéchant, dans des conditions physiologiques, de
traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE). Ce composé est donc, a priori, dépourvu d’effets
secondaires au niveau du systeme nerveux central. Différentes hypotheses ont été émises pour expliquer les
troubles neurologiques décrits par les vétérans de la guerre du Golfe. Il a ainsi été suggéré que I’interaction
entre la prise de PB et I’utilisation d’insecticides ou de pesticides puisse conduire a des effets au niveau

cérébral. 1l a été montré, chez la Poule et le Rat, que la prise de PB associée a I'utilisation d’insecticide
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(perméthrine ou chlorpyrifos) et de répellent (DEET) conduit a des déficits neurologiques (Abou-Donia et
al. 1996; Abou-Donia et al. 2001). Par ailleurs, 1’association d’un stress de nage forcée avec la prise de PB
chez la Souris se traduit par des effets centraux (Friedman et al. 1996). Ces résultats étant souvent
controversés dans la littérature, il semble que le type de stress appliqué, sa durée et son intensité soient des

parametres importants pour 1’observation des effets secondaires tardifs de la PB au niveau cérébral.

Notre équipe a alors proposé un projet entrant dans le cadre de la pharmacovigilance de la
pyridostigmine utilisée en prophylaxie afin d’étudier les possibles effets secondaires du traitement, sans
pour autant remettre en cause son utilisation. Ce projet a été accepté et s’inscrit au sein du Programme
Opérationnel de Recherche n°5 du Service de Santé des Armées. Il s’agit d’un projet de recherche militaire
entrant dans la lutte contre le risque « C » ou menace chimique. Portant sur les « effets centraux d’un pré-
traitement a la pyridostigmine administré en situation de stress », ce projet est financé par la Délégation
Générale pour I’ Armement (DGA) dans le cadre du contrat 05co-017-05, rattaché au PEA 010807.

Le but de notre étude est de simuler, par un modele expérimental, les conditions subies par les vétérans
lors du conflit du Golfe. A ces fins, nous avons quotidiennement traités des rats par la PB et les avons
soumis a un nouveau modele de stress, dont 1’originalité réside dans la possibilité pour les animaux de
gérer leur stress et d’y échapper. Dans ce mémoire, nous nous attacherons donc a décrire les conséquences
comportementales, histologiques et moléculaires d’un stress répété, tel que peut le subir tout combattant en
opérations, associé a la prise chronique de PB. Plus particulierement, les objectifs sont (i) de valider le
modele de stress développé au sein du laboratoire ainsi que la voie d’administration et la posologie
choisies pour la PB ; (i) d’évaluer les effets secondaires comportementaux, histologiques et moléculaires
de I’association du stress et de la PB au niveau cérébral. Le choix des différents genes modulés par le stress
ou impliqués dans les processus cognitifs a été réalisé au vu des données bibliographiques ; leur expression
a alors été évaluée a moyen comme a court terme. En raison de la pauvreté de la littérature scientifique sur
I’expression des geénes modulée par la PB, nous avons évalué DI'expression du gene codant pour

I’acétylcholinestérase.

Apres une présentation générale du syndrome de la guerre du Golfe et de I’'implication de la PB dans le
développement de ce syndrome, nous décrirons le systeme cholinergique, cible de la PB. Les différents
aspects géniques du stress seront ensuite traités. Suite a 1’exposé des méthodes utilisées, les résultats
expérimentaux seront détaillés puis discutés au regard de la littérature. Enfin dans une derniere partie, nous

nous attacherons a tirer les conclusions et entrevoir les principales perspectives de ce travail.
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I - Etude bibliographique

CHAPITRE I : Le syndrome de la guerre du Golfe

D’aolit 1990 a avril 1991, le conflit contre I'Irak a regroupé une coalition de plusieurs pays
principalement représentés par les Etats-Unis (700 000 hommes), la Grande-Bretagne (50 000 hommes) et
la France (25 000 hommes).

Des 1993, d’abord aux Etats-Unis puis en Grande-Bretagne, des plaintes ont été enregistrées de la part
de vétérans ayant servi dans le Golfe, ceux-ci présentant une grande variabilité de symptomes. Différentes
causes liées a la guerre du Golfe ont alors été évoquées pour tenter d’expliquer les symptdmes observés et
la notion médiatique de syndrome de la guerre du Golfe a alors émergé. Dées janvier 1994, le Ministere de
la Défense américain a mis en place un comité chargé de coordonner les efforts pour répondre aux
problemes de santé des vétérans de la guerre du Golfe et a débloqué une somme considérable pour
encourager les recherches nationales comme internationales sur le sujet. Ces travaux ont conduit a de
nombreuses publications scientifiques.

En France, chez les combattants de la guerre du Golfe qui semblent avoir bénéficié sur le terrain d’un
encadrement médical de proximité, il n’a pas été relevé de phénomenes pathologiques atypiques. Devant la
non-émergence de pathologies nouvelles et/ou inexpliquées de 1991 a 2000, le Service de Santé des
Armées francais n’a pas mis en place de surveillance spécifique ni mené d’enquéte ciblée chez les anciens
combattants du Golfe (ce qui se traduit par I’absence de publications référencées sur ce theme par des
auteurs francais). La situation a évolué a partir du 1% semestre 2000, date a laquelle plusieurs dizaines de
vétérans francais déployés dans le Golfe se sont plaints de différents symptdmes aussi disparates que ceux
de leurs confreres américains. Une association de défense des soldats victimes de la guerre du Golfe
(AVIGOLFE) a alors été constituée en juin 2000. Une Mission d’Information Parlementaire présidée par le
Député Cazeneuve a été mise en place en octobre 2000. Parallelement le Ministere de la Défense a créé un
groupe d’experts militaires, puis a sollicité, avec le secrétaire d’Etat a la Santé, la mise en place d’un
groupe de travail indépendant « chargé de faire des propositions sur les modalités permettant d’améliorer
les connaissances sur 1’engagement dans le conflit du Golfe des 25 000 soldats frangais ». Ce rapport a été
présenté au gouvernement en 2001 par le professeur Salamon (Salamon et al. 2001).

Apres avoir brievement resitué le contexte militaire du conflit du Golfe, nous définirons le syndrome
de la guerre du Golfe et les principaux symptomes associés. Par la suite, nous nous attacherons a la
description des différentes causes envisagées pour expliquer I’existence de ce syndrome en décrivant de
facon plus détaillée les principales études évaluant I’implication du bromure de pyridostigmine (PB) dans

le développement du syndrome de la guerre du Golfe.



I - Etude bibliographique

1) Le conflit de la guerre du Golfe

1.1- L’offensive militaire

La guerre du Golfe, aussi appelée guerre du Koweit, est un conflit qui a opposé I’Irak a une coalition
composée de différents pays. La victoire de la coalition, soutenue par 1’Organisation des Nations Unies
(ONU), entraine la libération du Koweit le 26 février 1991. C’est son invasion le 2 aolt 1990 par I’ Armée
Irakienne qui avait déclenché le conflit. Le régime irakien de Saddam Hussein y poursuivait des intéréts
financiers, pétroliers et stratégiques.

Différentes phases du conflit ont été distinguées :

- le début de la guerre du Golfe faisant suite a ’envoi des premiers blindés irakiens au Koweit, cette
invasion, immédiatement condamnée par I’ONU (résolution 660 du 2 aolit 1990), a entrainé
I’intervention d’une force multinationale a prépondérance américaine,

- D’opération « Bouclier du désert » au cours de I’automne 1990 voit le rassemblement de 700 000
soldats américains et de leurs alliés sur la péninsule arabique,

- D’opération « Tempéte du désert » a débuté le 16 janvier 1991. Elle s’accompagne d’une offensive
aérienne alliée préparant I’offensive terrestre appelée « offensive des 100 heures ». Cette dernicre
est le théatre de nombreux bombardements de 1’Irak et de ses troupes au Koweit,

- pour riposte, les soldats irakiens procédent au sabotage de nombreux puits de pétrole entre le 25 et
le 27 février 1991. L’ offensive terrestre alliée a lieu du 24 au 28 février 1991 et se solde par la

libération de Koweit city le 26 février 1991.

En ce qui concerne le bilan du conflit, les pertes alliées s’élevent a environ 500 morts et celles de I'Irak
entre 170 000 et 250 000 civils et militaires. L’Irak reconnaitra I’'indépendance du Koweit le 10 novembre
1994, conformément aux reglementations de ’ONU. 1l est cependant a noter que le conflit ne s’est pas
arrété a la signature du cessez-le-feu puisque les affrontements entre troupes alliées et irakiennes n’ont

jamais cessé jusqu’a la seconde guerre du Golfe qui se poursuit a I’heure actuelle.

1.2- L’environnement

Des le 16 janvier 1991, les irakiens ont procédé a de nombreux tirs de SCUD, missiles a courte portée
pouvant contenir des armes chimiques ou nucléaires. L hypothese a alors été émise d’une éventuelle
exposition a différents agents chimiques par les soldats de la coalition, comme la population locale. Le
conflit a également entrainé un désastre écologique dii a I’incendie de 732 puits de pétroles koweitiens par
les forces irakiennes voulant obscurcir le ciel afin de géner I’activité aérienne de la coalition. L’utilisation
d’uranium appauvri par les troupes de la coalition porte également a polémique sur I’impact sanitaire de ce
composé sur la santé des militaires ainsi que sur la population locale.

Par ailleurs, pendant 1’opération « Tempéte du désert » cinq alertes d’utilisation de neurotoxiques se

sont avérées positives entre le 19 et le 21 janvier 1991. Les soldats ont alors pris des comprimés de PB
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toutes les huit heures, comme recommandé dans le cadre d’un traitement prophylactique. La prise, par les
soldats, de ce composé varie selon les pays. En ce qui concerne les troupes francaises, la date a laquelle
I’ordre de prendre la PB a été donné reste incertaine. Certains rapports de I’ Assemblée Nationale citent le
23 février 1991 ; le contre-ordre aurait quant a lui été émis oralement le 28 février 1991. En ce qui
concerne les soldats américains et anglais, différents travaux font état d’une prise de PB pendant 2
semaines (Somani & Husain 2001). La durée de la prise du pré-traitement reste donc, a I’heure actuelle,
difficile a évaluer quel que soit le pays concerné. D’autre part il n’est pas impossible que, ponctuellement,

certains soldats n’aient pas respecté les consignes d’une prise toutes les huit heures.

2) Le syndrome de la guerre du Golfe

2.1- Définition

A la maladie due a une cause spécifique et dont les facteurs de risque ont été identifiés, on oppose le
syndrome, défini comme une association de symptdomes (ou de signes) d’origines diverses ou inconnues.

Depuis leur retour de la guerre du Golfe, un grand nombre de vétérans s’est plaint de symptdmes dont
la diversité ne peut conduire a une seule et méme origine. Le terme de « syndrome de la guerre du Golfe »
a alors fait son apparition (Landrigan 1997; Nisenbaum et al. 2000). Méme si certains auteurs remettent en
question I’existence d’un syndrome spécifique a la guerre du Golfe (Fukuda et al. 1998; Ismail et al. 1999;
Doebbeling et al. 2000; Knoke et al. 2000), I’apparition de différents symptomes chez les vétérans est plus

fréquente que dans la population générale.

2.2- Polémique

Comme nous venons de le voir, I’existence d’un syndrome spécifique de la guerre du Golfe est
controversée. Les premiceres études relatives a ce syndrome ont été réalisées par des questionnaires envoyés
par voie postale, ce qui les entache de biais par incitation aux réponses positives et impossibilité de
contrdler la qualité des informations recues.

Les différents travaux publiés mettent en exergue une augmentation de « plaintes » chez les militaires
ayant participé a la guerre du Golfe. Il semble toutefois que ces symptdmes soient tres divers, que leurs
causes ne soient pas toujours précisées, et en tout cas certainement pas uniques. Les auteurs s’accordent
généralement pour reconnaitre que n’apparait pas clairement la notion d’un syndrome évident. Les
principales études menées ont principalement identifié deux facteurs : un facteur de nature psychologique
et un facteur de nature somatique touchant essentiellement les articulations et les muscles. Un seul auteur
conclut a I’existence d’un syndrome de la guerre du Golfe (Haley 1997); les autres contestent son
existence (Fukuda et al. 1998; Ismail et al. 1999; Doebbeling et al. 2000; Knoke et al. 2000). La différence
majeure entre ces études réside dans le fait qu’Haley a recherché les regroupements de symptdmes
uniquement chez un groupe de vétérans américains (Haley 1997) alors que les quatre autres études

comparent les résultats obtenus chez des vétérans déployés lors de la guerre du Golfe avec ceux de
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militaires non déployés, servant alors de groupe témoin (Fukuda et al. 1998; Ismail et al. 1999; Doebbeling

et al. 2000; Knoke et al. 2000).

2.3- Principaux symptomes identifiés chez les vétérans

Des signes et des symptomes divers, le plus souvent fonctionnels, sont retrouvés dans toutes les études
épidémiologiques menées, avec une fréquence nettement supérieure chez les militaires ayant participé a la
guerre du Golfe que chez les militaires témoins non déployés ou déployés ailleurs (Thomas 2006). Ces
signes et symptomes correspondent le plus souvent a une fatigue chronique, une dépression, des douleurs
musculo-articulaires, des diarrhées et troubles gastro-intestinaux ainsi que des perturbations cognitives et
psychologiques telles que pertes de mémoire, confusion, difficulté de concentration, saute d’humeur,
irritabilité et somnolence (Haley 1997; Fukuda et al. 1998; Proctor et al. 1998; Kipen et al. 1999; Unwin et
al. 1999; Wolfe et al. 1999; Escalante & Fischbach 2001; Salamon et al. 2001; White et al. 2001; David et
al. 2002; Kang et al. 2002; Kelsall et al. 2004; Nisenbaum et al. 2004; Gray & Kang 2006; Rose & Brix
2006; Thomas et al. 2006; Vasterling & Bremner 2006; Forman-Hoffman et al. 2007). Le tableau 1

présente les principaux symptomes observés chez les vétérans de différents pays déployés dans le Golfe.

N Etats-Unis Royaume-Uni Australie France
Symptome
(Gray & Kang 2006) (Coker et al. 1999) (Kelsall et al. 2007) (Salamon et al. 2001)
Fatigue 21% 23% 23%
Maux de téte 18% 18% 20% 6%
Problemes de mémoire 14% 28% 11% 10%
Douleurs musculaires 16% 17% 15% 5%
Troubles gastro-
8% 13% 10% 5%
intestinaux
Troubles neurologiques 16% 17% 8% 22%

Tableau 1 : principaux symptdmes décrits par les vétérans de différentes nationalités.

En 1997, Haley et son équipe (Haley 1997) ont identifié 3 syndromes majeurs décrits par les vétérans,

chacun étant associé a des groupes de symptomes différents :
- syndrome 1: défaut de la cognition (difficulté a se remémorer les événements, dépression,
insomnie, confusion lors d’un dialogue) ;
- syndrome 2 : confusion, ataxie regroupant les symptomes : probléme pour lire, écrire, ne pas
savoir ou ils sont ni ce qu’ils font ;
- syndrome 3 : arthro-myo-neuropathie incluant douleurs musculaires, difficulté & porter des objets

lourds, engourdissement des bras ou des jambes.
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Ces trois syndromes pourraient avoir une origine neurologique mais aussi psychiatrique.

En 2006, I’équipe de Salamon évalue pour la premiere fois les symptomes observés chez les vétérans
francais (Salamon et al. 2006). Cette étude conclut que, méme si les soldats francais n’ont pas été
confrontés aux mémes expositions que les soldats anglais ou américains, 1’association de symptomes
observée est similaire chez tous les vétérans. Il est cependant a noter que 14 ans apres la fin de la guerre, il
est difficile de décrire précisément les circonstances du déploiement des vétérans francais ainsi que les

conditions d’exposition et de les lier avec les symptomes alors observés.

3) Recherche des facteurs de risque

Pour expliquer les troubles divers et variés observés chez les vétérans de la guerre du Golfe, huit
facteurs ont été suspectés d’avoir participé a I’apparition des symptdmes : le stress physique et
psychologique, I'utilisation d’insecticides et de pesticides, des armes chimiques d’origine irakienne
contenant des neurotoxiques organophosphorés (NOP), le recours a de la PB pour assurer la protection des
militaires contre ces mémes armes chimiques, I’utilisation par I’Armée Américaine d’obus ayant contenu
de l'uranium appauvri, les polyvaccinations, les maladies infectieuses ainsi que 1’émission dans
I’atmosphere de toxiques, en particulier celle provoquée par les fumées d’incendies des puits de pétrole
(Abou-Donia et al. 1996; Hanin 1996; Murphy et al. 1999; Nisenbaum et al. 2000; Sartin 2000; Brower
2003). De nombreuses études ont alors été conduites afin d’évaluer les liens existant entre ces expositions
(seule ou combinée ; aigué€ ou chronique) et I’apparition des symptomes. Ces publications associent des

analyses épidémiologiques et des études expérimentales.

3.1- Etudes épidémiologiques

Le plus grand nombre d’études épidémiologiques a été réalisé aupres de militaires ayant participé a la
guerre du Golfe avec comme mode de recueil de I’information un questionnaire envoyé par voie postale ou
téléphonique. Elles ciblent, pour la grande majorité, les militaires américains et anglais mais aussi
canadiens, australiens et francgais. Les échantillons étudiés ne sont généralement pas représentatifs et, bien
souvent, les études ne comportent pas de groupe témoin. A ces difficultés s’ajoutent des imprécisions quant
a la mesure de I’'information dues a la quasi-impossibilité de recueillir des signes fonctionnels de fagon
fiable par auto-questionnaire. Ce mode de recueil entache également les réponses de biais puisqu’il
influence les réponses. De plus, les études épidémiologiques menées sont entravées par un manque de
données sur les conditions d’exposition des vétérans et par la difficulté de vérifier rétrospectivement les
parametres d’exposition. Enfin il est difficile de comparer les différentes études épidémiologiques entre
elles puisqu’il n’existe pas de questionnaire unique et spécifique.

Les soldats frangais ont été moins exposés aux différents facteurs de risque. En effet, les conditions de
combat n’ont pas été les mémes pour les différentes armées. Par exemple, les militaires francgais n’ont pas
été vaccinés contre le charbon et n’ont apparemment pas utilisé d’uranium appauvri. Cependant ces soldats

ont pu €tre exposés a des poussicres ou des débris d’uranium. D’autre part, les dépdts d’armes chimiques
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irakiens bombardés et ayant pu reldcher dans 1’atmosphere les substances toxiques qu’ils contenaient,
auraient été éloignés de la zone d’intervention de I’Armée Francaise. Enfin les américains étaient situés
dans des zones ou certains insectes nuisibles étaient particulierement nombreux, d’oll un emploi intense
d’insecticides par I’Armée Américaine. Quant a la part de facteurs psychologiques, du stress post-
traumatique dans la genese de ce syndrome, elle demeure difficile a évaluer mais pourrait étre non

négligeable.

3.1.1 - Syndrome de la guerre du Golfe et neurotoxiques organophosphorés (hypothése génétique)

Durant le conflit du Golfe, cinq alertes positives concernant 1’utilisation de neurotoxiques ont été
enregistrées. Les soldats ont alors pu étre exposés a de faibles doses de NOPs ; I’exposition a de fortes
doses est peu envisageable puisqu’elle aurait alors induit des effets secondaires caractéristiques d’une
intoxication et de ce fait facilement identifiable. La détoxification de I’organisme impliquant une action
enzymatique, une origine génétique a été évoquée pour expliquer 1’apparition des troubles liés au
syndrome de la guerre du Golfe.

La butyrylcholinestérase (BuChE) est une enzyme plasmatique fortement impliquée dans 1’élimination
de la PB au niveau du sang. Les différences de génotypes et de phénotypes de cette enzyme pourraient
ainsi conduire a des concentrations différentes de PB dans la circulation générale. En ce qui concerne le
gene humain de cette enzyme, 22 mutations ont été identifiées au niveau de la région codante du gene
(Soreq et al. 1994). L’une des mutations les plus fréquentes concerne la substitution de 1’aspartate (présent
a la position 70 de la séquence d’acides aminés) par la glycine (Neville et al. 1992). Suite a cette
modification génétique, I’enzyme est moins active et de ce fait hydrolyse moins rapidement la PB (Gentry
& Bitsko 1996). En ce qui concerne sa prévalence, 0,04% de la population européenne est hétérozygote
pour cette forme mutée de la BuChE (Ehrlich et al. 1994).

L’hypothese a alors été émise d’un possible lien entre le polymorphisme de la BuChE et I’apparition
des symptomes chez les vétérans de la guerre du Golfe. Une seule étude (Loewenstein Lichtenstein et al.
1995) corrobore cette hypothese. Les auteurs y décrivent le cas d’un soldat isra€lien, homozygote pour la
forme mutée de la BuChE, présentant des symptomes accrus suite a la prise de PB. Ces symptomes sont
par ailleurs augmentés au fur et a mesure des prises de PB. Les auteurs concluent alors que les vétérans
présentant des symptdmes plus séveres pourraient porter 1’allele muté dans leur génotype. Toutefois, cette
hypothese a par la suite été réfutée par une étude ne démontrant aucun lien entre la présence de I’allele
muté et la sévérité des symptomes décrits par des vétérans déployés comparés a des vétérans non déployés,
donc non exposés aux composés chimiques (Gentry & Bitsko 1996).

Le faible nombre d’études menées sur ce sujet ne permet pas de conclure sur le lien existant entre le
polymorphisme de la BuChE et les troubles développés par les vétérans. Cependant, Abou-Donia et al.

suggerent que les individus présentant une activité BuChE plasmatique réduite doivent étre considérés
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comme potentiellement prédisposés a un risque élevé vis-a-vis des anticholinestérasiques (Abou-Donia et
al. 1996).

Une autre hypothese génétique a principalement été évoquée par Haley (1999). L’enzyme paraoxonase
(PON), identifiée au niveau du sang et du cerveau humain, est une estérase impliquée dans la
détoxification de certains NOPs dont le sarin et le soman. Des études expérimentales montrent
I’'importance de cette enzyme dans la protection contre une intoxication aux neurotoxiques
organophosphorés chez les animaux (Costa et al. 2003). Cependant des études épidémiologiques ne
révelent aucune corrélation entre le génotype permettant une meilleure capacité d’hydrolyse et la résistance
au sarin (Yamada et al. 2001).

Le géne humain codant pour la PON présente un polymorphisme au niveau de 2 sites : la position 192
pouvant présenter ’arginine ou la glutamine et la position 55 présentant indifféremment la leucine ou la
méthionine. La PON catalysant 1’hydrolyse des insecticides et de certains NOPs, ces polymorphismes
pourraient expliquer les variations interindividuelles observées lors d’une intoxication par ces composés.
Le polymorphisme de la position 192 différencie 2 formes actives de la PON dénommées type Q et type R.
Ces deux allozymes ne présentent pas la méme efficacité d’hydrolyse des NOPs. Le type Q possede une
forte réactivité pour les NOPs. Par conséquent, les personnes possédant les génotypes QQ ou QR sont
caractérisés par une meilleure capacité d’hydrolyse que les individus homozygotes pour I’allele R.

Les relations existant entre les maladies rapportées par les vétérans, le génotype PON et I’activité
acétylcholinestérase (AChE) sérique ont été étudiées par Haley et son équipe (Haley et al. 1999). Les
auteurs partent du fait que les vétérans malades sont plus nombreux a présenter 1’allele R et ainsi a
posséder une activité enzymatique moindre de la PON. Ils émettent I’hypothese que ’allele R puisse étre
assimilé & un facteur de risque pour développer des maladies chez les vétérans. En effet, les sujets
présentant des symptomes neurologiques possedent plus souvent 1’allele R du geéne codant pour la PON
que I’allele Q. Cette hypothese a été réfutée quelques années plus tard par I’équipe de Hotopf (Hotopf et al.
2003) qui ne trouve aucune différence d’activité PON chez les vétérans présentant des symptomes et ceux
n’en développant pas. De facon similaire, il a été montré que les vétérans de la guerre du Golfe présentant

ou non des symptomes ne différent pas selon leur activité de la paraoxonase (Concato et al. 2007).

3.1.2 - Fertilité des vétérans

Différentes études ont été menées afin d’évaluer I’'impact du conflit du Golfe sur la fertilité des
vétérans. Méme si certains auteurs ont fait le lien entre le déploiement dans le Golfe et des problemes de
fertilité (Maconochie et al. 2004; Sim & Kelsall 2006) ou de fausses couches (Doyle et al. 2006), aucun
effet secondaire n’a été observé chez les enfants des vétérans de la guerre du Golfe (Cowan et al. 1997;
Araneta et al. 2000; Kang & Bullman 2001). Des travaux plus récents d’équipes francaises (Verret et al.
2008) comme australienne (Kelsall et al. 2007) ne montrent aucun lien entre les différentes expositions

subies par les vétérans et les défauts observées chez les nouveaux-nés.
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La plus grande étude conduite sur la fertilité est celle d’une équipe anglaise examinant les difficultés
de conception masculine (Maconochie et al. 2004). Suite au déploiement, les auteurs montrent des effets
déléteres sur la fertilité. Méme si les hommes ne présentant pas de probleme de fertilité mettent plus de
temps a concevoir, les vétérans déployés ou non dans le Golfe ne différent pas par leur taux d’hormones
reproductrices (Ishoy et al. 2001).

En ce qui concerne les femmes ayant servi pendant la guerre du Golfe, une seule étude montre un
risque accru de grossesse extra-utérine lors de conception faisant suite au conflit (Araneta et al. 2004).
Cependant cette étude a été conduite sur un petit nombre d’individus et le faible nombre d’études relatives
a ce sujet ne permet pas de conclure.

3.1.3 - Développement de maladies neurodégénératives

Les vétérans déployés dans le Golfe n’ont pas présenté plus de déces liés a une maladie neurologique.
Cependant, a leur retour de la guerre du Golfe, de nombreux soldats ont développé des troubles
neurologiques représentés principalement par une asthénie généralisée et des troubles de I’attention. De
facon plus surprenante, certaines études ont montré que les vétérans présentent un plus grand risque de
développer une sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Smith et al. 2000; Haley 2003; Horner et al. 2003;
Rose & Brix 2006). Cette pathologie, aussi appelée « maladie de Charcot », est une maladie neurologique
dégénérative responsable de handicaps séveres. Les auteurs de ces études pointent le fait que cette maladie
a principalement atteint des vétérans 4gés de moins de 45 ans, tranche d’age habituellement épargnée par la
maladie. En effet, le pic d’apparition de la SLA dans la population civile se situe entre 55 et 75 ans et se
traduit par une déficience neurologique évolutive et fatale. En 2003, différents travaux montrent un nombre
deux fois plus élevé de cas de SLA chez les vétérans déployés au moins 1 mois pendant la guerre du Golfe
(Horner et al. 2003). La méme année, 1’équipe de Haley diagnostique 20 vétérans atteints de SLA (dont 17
agés de moins de 45 ans) (Haley 2003). Aucun de ces patients n’avait d’antécédent familial de SLA ; il ne
s’agissait donc pas de formes familiales dans lesquelles 1’age d’apparition est plus précoce que dans les
formes sporadiques (45 ans contre 56 ans). Ces résultats confortent I’hypothese environnementale selon
laquelle I’exposition a des produits toxiques pourrait induire le développement d’'une SLA (Rose & Brix

2006).

Bien que de nombreuses études aient été conduites pour évaluer les troubles neurologiques décrits par
les vétérans, deux questions restent encore, a I’heure actuelle, sans réponse :
- existe-t-il un défaut neurologique spécifique des vétérans de la guerre du Golfe ?

- le syndrome de la guerre du Golfe correspond-il a une aggravation de symptomes liés a une

maladie neurologique ?
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3.1.4 - Vaccinations multiples

Les polyvaccinations sont considérées par les épidémiologistes américains et britanniques comme
I’une des causes potentielles du « syndrome de la guerre du Golfe » les plus crédibles.

L’origine de I’hypothese d’une implication des vaccinations dans le développement des symptomes du
syndrome de la guerre du Golfe date de 1997. A cette époque, deux auteurs envisagent que les symptomes
présentés par les vétérans de la guerre du Golfe seraient liés a un déséquilibre de cytokines (produits par
les lymphocytes T helper (LTh) de type 1 et 2) suite a des vaccinations administrées pendant un stress
opérationnel et I’utilisation simultanée de pesticides (Rook & Zumla 1997). Les polyvaccinations
induiraient la production de cytokines liées aux LTh, dans des conditions stressantes. Cette hypothese a par
la suite été réfutée par différentes équipes (Soetekouw et al. 1999; Zhang et al. 1999) qui se sont attachées
a différencier deux groupes de vétérans, I’un symptomatique, 1’autre non.

Par Ia suite, différentes études conduites par les américains (Unwin et al. 1999), les anglais (Cherry et
al. 2001) comme les australiens (Kelsall et al. 2004) ont établi un lien entre les multiples vaccinations
recues par les vétérans et I’apparition de différents symptomes. En effet, a co6té des vaccinations usuelles,
le programme américain intégrait des vaccinations contre le botulisme et le charbon (ou anthrax), tandis
que le programme anglais avait choisi de protéger ses troupes contre la peste et le charbon avec comme
adjuvant un vaccin contre la coqueluche. Au cours de I’opération « Tempéte du désert », 41% des soldats
américains et 75% des soldats anglais ont été vaccinés contre 1’anthrax. Ces vaccins ont été suspectés, par
la majorité des études anglaises, pour leur incidence sur les symptomes observés chez les vétérans a leur
retour du conflit (Unwin et al. 1999; Hotopf et al. 2000; Cherry et al. 2001). Le débat lié a I’utilisation de
ces vaccins tient au fait qu’aucun essai clinique n’a été réalisé pour leur utilisation, a la différence de tous
les autres vaccins utilisés aux Etats-Unis.

En ce qui concerne les vétérans frangais, contrairement aux troupes anglaises et américaines, ils n’ont
pas recu de vaccin contre I’anthrax ou le botulisme. Une étude récente évaluant les conséquences de la
guerre du Golfe sur les vétérans frangais ne révele aucun lien entre les vaccinations recues par les vétérans
et le développement de troubles (Salamon et al. 2006).

3.1.5 - Pyridostigmine et syndrome de la guerre du Golfe

Différentes études épidémiologiques se sont basées sur I’hypotheése de 1’existence d’un lien entre la
prise de PB et les symptomes chroniques décrits par les vétérans (Keeler et al. 1991; Sharabi et al. 1991;
Haley 1997; Unwin et al. 1999; Kelsall et al. 2004; Kelsall et al. 2005).

Juste apres le conflit, une étude rétrospective interrogeant des personnels médicaux chargés du suivi
des soldats américains ayant pris de la PB (pour la grande majorité pendant 6 a 7 jours) a été réalisée
(Keeler et al. 1991). Les principaux symptomes décrits sont des troubles mineurs du systeme gastro-
intestinal et une sensation de fatigue. Ces mémes symptdmes sont décrits par les soldats israéliens (Sharabi

et al. 1991). Les auteurs ont alors conclu que la PB peut étre administrée a tous les soldats, en cas de
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menace chimique, puisque les effets aigus dus a la prise de cette molécule sont modérés et compatibles
avec la poursuite de la mission.

En 1997, Haley et son équipe (Haley 1997) identifient certains symptomes chroniques
neuropathologiques (cognition, confusion, arthro-myo-neuropathie) comme pouvant étre liés a la prise de
la PB. Cependant cette étude est controversée puisque ces résultats n’ont été validés ni par des études
toxicologiques, ni par des études cliniques. De plus certains points restent délicats, notamment le choix des
tests neuropsychologiques utilisés, ainsi que leur utilisation et I’interprétation faite des résultats. Cette
étude a été réalisée sur un petit nombre de vétérans et ces résultats ne sont comparés a aucun groupe
témoin (constitué de vétérans non déployés).

Plus récemment, une autre étude américaine a évalué les différentes expositions subies par les vétérans
déployés dans le Golfe pendant la période du 2 aofit 1990 au 31 juillet 1991, et présentant un symptome de
fatigue chronique (Lucas et al. 2007). Les auteurs concluent que la prise de PB de facon continue, pendant
la guerre du Golfe, a fortement contribué a I’apparition de la fatigue ressentie par les vétérans.

Méme si certaines études ont montré, chez les vétérans australiens, I’implication de la PB dans
I’apparition de différents troubles (Kelsall et al. 2004; Kelsall et al. 2005), ces résultats n’ont été retrouvés
ni chez les américains (Unwin et al. 1999) ni chez les anglais (Cherry et al. 2001). De plus, un travail
portant sur des troupes canadiennes impliquées dans le conflit ne montre aucun lien entre les troubles
ressentis par les soldats et la prise de PB (Canadian Department of National Defense, 1998) (rapport
Salamon).

L’étude rétrospective cas-témoins de Spencer (Spencer et al. 2001) s’est attachée a rechercher la
contribution potentielle d’un grand nombre de facteurs auxquels les vétérans ont pu €tre soumis au cours
du conflit, parmi lesquels le stress et la prise de PB. Les auteurs ont recherché les facteurs de risque
auxquels ont pu étre soumises trois sous-populations de vétérans :

- les vétérans ne présentant aucun symptome du syndrome de la guerre du golfe ;

- ceux présentant au moins un type de symptome (douleurs, troubles cognitifs ou fatigue) ;

- ceux présentant des symptdmes d’au moins deux types.

Les résultats de cette étude montrent que la prise de pyridostigmine chez les vétérans ayant subi un stress
élevé se traduit par une forte augmentation du risque de présenter au moins un type de symptdmes. De plus
chez les vétérans présentant des symptomes de plusieurs types, la prise de PB associée a des conditions de
combat fortement stressantes augmente encore la valeur du risque relatif. Les auteurs mettent ainsi en
évidence un effet de la combinaison du stress de combat et de la prise de PB.

De I’analyse des données épidémiologiques le rapport Salamon, mandaté par I’ Assemblée Nationale,
conclut que pour expliquer certains troubles décrits par les vétérans « I’hypothése d’une relation avec la
pyridostigmine ne peut étre totalement exclue ». Pourtant les résultats des études épidémiologiques ne

permettent pas de conclure quant aux types d’exposition engendrant les troubles décrits par les vétérans.
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Comme précisé précédemment, durant leur déploiement dans le Golfe, les soldats ont été exposés a
différents types de stress (physiques et psychologiques) mais également & de nombreuses substances
chimiques. Diverses études expérimentales ont alors été conduites afin d’évaluer les effets secondaires liés

a I’utilisation de produits chimiques associés ou non a un événement stressant.

3.2- Etudes expérimentales

3.2.1 - Fumées toxiques et uranium appauvri

Au cours du conflit, un grand nombre de puits de pétrole ont été incendiés dans la région du Golfe
arabo-persique. La fumée de ces incendies a été inhalée par de nombreux soldats qui ont alors souffert de
différents symptomes de type pulmonaire et développé asthme ou bronchite. Pourtant, les différents
rapports frangais comme américain concluent qu’il semble peu vraisemblable que les fumées des puits de
pétrole en feu puissent €tre la cause des divers signes observés chez les vétérans du conflit du Golfe
(Salamon et al. 2001; veterans'illnesses 2008).

L’uranium est un métal naturellement présent a I’état de traces dans I’environnement, dans
I’alimentation et les organismes vivants. Dans 1’environnement, ’uranium naturel se compose de trois
isotopes naturels U (99,28%), U (0,718%) et 2u (0,056%). L’uranium naturel n’étant pas assez
concentré en U pour étre utilisé comme combustible nucléaire, il doit étre enrichi en cet isotope jusqu’a
des taux de 3 a 4%. L uranium appauvri correspond au sous-produit apreés enrichissement de I’uranium
naturel. Il contient environ 0,2 a 0,3% de 25U et moins de 0,001% de By, Depuis les années 60 I’uranium
appauvri, de par ses propriétés métallurgiques, a trouvé des débouchés dans les domaines militaires mais
également dans le civil. On I'utilise a des fins médicales pour fabriquer des boucliers de protection contre
les rayons X, pour le blindage (téte d’obus perforants ou plaque de chars d’assaut) ou le lestage
(contrepoids dans les quilles de bateaux ou les ailes d’avion).

L’uranium appauvri a été utilisé dans des munitions et des armes présentes dans les tanks américains.
Contrairement aux américains, aucune munition a uranium appauvri ne semble avoir été employée par les
forces francaises dans le Golfe. Ainsi, si la question de I’exposition des soldats & ’'uranium appauvri a été
tardivement envisagée en France, il n’en a pas ét¢ de méme aux Etats-Unis et en Grande-Bretagne, ou des
programmes d’études épidémiologiques et environnementales ont été lancés, respectivement en 1994 et 1998.

L’inhalation de poussieres d’uranium est, de loin, la voie la plus fréquente de contamination par ce
composé. L’absorption percutanée et 1’implantation sous-cutanée constituent des voies de pénétration
pouvant également conduire a des contaminations. Suite & une contamination par ’uranium, la toxicité
résulterait de la combinaison des propriétés chimiques (en tant que métal) et radiologiques (émetteur de
rayonnements ionisants) de ce composé. Si 1’on considere la radioactivité alpha, la seule préoccupante en
contamination interne, I’uranium appauvri est deux a trois fois moins radioactif que 1’uranium naturel. De

ce fait, sa toxicité serait avant tout chimique (Leggett 1989; Taylor & Taylor 1997). La principale cible de
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I’uranium étant le rein (Brown 2006), une intoxication par ce composé se traduit par un défaut des
fonctions rénales chez le rat (Leggett 1989).

L’uranium appauvri induit des tumeurs d’ostéoblastes humains in vitro (Miller et al. 1998; Miller et al.
2003) et présente une action au niveau des gonades de rat (Domingo 2001). D’autres études ne montrent
aucun effet de I'uranium sur les capacités reproductrices de ces animaux (Arfsten et al. 2006). Rien ne
permettrait donc de considérer ’uranium appauvri comme responsable d’un présumé syndrome de la
guerre du Golfe. Pour étayer cette hypothese, une étude utilisant un modele mathématique a démontré que
I’exposition des personnels militaires a I’'uranium appauvri durant le conflit du Golfe a été trop faible pour
expliquer, a elle seule, les effets secondaires décrits par les vétérans (Marshall 2008).

Pendant la guerre du Golfe, les vétérans ont recu de la PB comme traitement prophylactique et ont
également été exposés a différents composés chimiques tels que des insecticides et des insectifuges.
Plusieurs études ont alors évalué les effets de la combinaison de tels composés chez 1’animal.

3.2.2 - Interaction de la PB avec d’autres composés chimiques

Il a été envisagé que l’'intoxication par les insecticides, la prise de PB ainsi que leur combinaison
puissent conduire a des effets neurologiques (Haley & Kurt 1997). Les principales études conduites ont
alors utilis€ un modele expérimental, reproduisant les risques chimiques auxquels ont pu €tre exposés les
vétérans, en combinant trois composés utilisés par les vétérans: la PB, le DEET (N,N-diéthyl-m-
toluamide) servant d’insectifuge (ou répellent) et la perméthrine ou le chlorpyrifos servant d’insecticide.

Dans leurs travaux, Abou-Donia et son équipe administrent de la PB (5 mg/kg/jour, p.o.), du DEET
(500 mg/kg/jour, s.c.) et/ou du chlorpyrifos (10 mg/kg/jour, s.c.) a des poules (Abou-Donia et al. 1996).
Les auteurs montrent alors que la co-administration de ces trois composés induit des déficits neurologiques
séveres et une diminution de I’activité AChE cérébrale, due a 1’action du chlorpyrifos. Quelques années
plus tard, les mémes auteurs montrent que 1’exposition concomitante de la PB, du DEET et de la
perméthrine induit des altérations spécifiques du systeme cholinergique chez le Rat (Abou-Donia et al.
2001). De plus, leur association avec le stress augmente leur effet neurotoxique chez le Rat (Abdel-
Rahman et al. 2004).

En 2000, I’équipe de Chaney émet 1’hypothése que les altérations de perméabilité membranaire
induites par le DEET puissent faciliter ’acces de la PB au niveau du syst¢eme nerveux central (SNC)
(Chaney et al. 2000). Les auteurs administrent alors de la PB (1-3 mg/kg, i.p.), du DEET (200 mg/kg, i.p.)
ou les deux composés a des rats males Sprague-Dawley. Apres une heure de traitement, 1’administration de
DEET seul n’induit aucune modification de 1’activité cholinergique périphérique ni cérébrale. La PB seule
n’altere pas cette méme activité AChE centrale, par contre I’association du DEET et de la PB (3 mg/kg) se
traduit par une inhibition (-40%) de I’activité AChE cérébrale (cerveau entier). Méme si I’association de
ces deux composés se traduit par des effets au niveau du SNC, il est a noter que les doses administrées

induisent une inhibition de I’activit¢ AChE périphérique trés supérieure a celle recommandée lors de

-14 -



I - Etude bibliographique

I’utilisation de la PB par les vétérans lors du conflit du Golfe. En effet, la dose minimale de PB (1mg/kg)
administrée aux animaux lors de cette étude se traduit par une inhibition de 80% de l’activité AChE
sanguine.

Ces principales études montrent que des interactions entre la PB et d’autres composés chimiques ont
pu conduire a des troubles chez certains vétérans. Une des questions qui se posent alors est de savoir si cet
effet est d’origine centrale ou périphérique. Comme elle posséde un ammonium quaternaire, la PB ne peut
pas, a priori, franchir la barriere hémato-encéphalique (BHE). Cependant pour Wolthuis et son équipe
(Wolthuis & Vanwersch 1984; Wolthuis et al. 1995), les effets observés seraient d’origine centrale et
montreraient que, contrairement a ce que 1’on croyait alors, une certaine quantité de PB passerait la BHE.
Néanmoins ces auteurs n’ont effectué aucune mesure du passage de la PB dans le cerveau. Il a aussi été
avancé I’hypothese que la PB ne passe pas dans le SNC dans les conditions normales mais que cette
molécule pourrait franchir la BHE lors d’un stress comme celui rencontré lors de situations de combat.

3.2.3 - Effets de 1’association du stress et de 1a PB

De nombreux travaux ont été menés afin d’évaluer si le stress combiné a un traitement par la PB se
traduit par des effets au niveau du SNC. Les résultats de ces études sont souvent contradictoires mais la
plupart concluent que le stress ne favorise pas le passage de la PB au niveau cérébral. Ces différences de
résultats peuvent s’expliquer par le fait que plusieurs facteurs jouent un rdle dans les effets du stress sur le
SNC, et en particulier le type de stress, son intensité, sa chronicité ainsi que le sexe et I’4ge des animaux.

Quatre hypotheses peuvent étre envisagées pour expliquer les effets de I’association du stress et de la
prise de PB.

- Le stress induit une altération de la BHE entrainant un passage de la PB ou de ses métabolites au

niveau cérébral ;

- La PB pénetre dans le cerveau par des régions dépourvues de BHE. Cependant, dans ce cas, les
effets centraux de la PB seraient également observés sans stress ;

- La PB interagit avec les estérases des cellules endothéliales des capillaires cérébraux et modifie
ainsi la perméabilité de la BHE a des substrats physiologiques ;

- La PB ne présente aucune action au niveau de la BHE mais agit via des mécanismes indirects
résultant de son action au niveau périphérique. En effet, elle interagit avec de nombreuses synapses
cholinergiques impliquées dans les réponses au stress.

Dans cette partie, nous présenterons les travaux conduits par différentes équipes et montrant ou non les

effets de la PB au niveau cérébral suite a un événement stressant.

Travaux montrant des effets centraux (Cf tableau 2)

Friedman et al. (Friedman et al. 1996) ont été les premiers a décrire les effets centraux de la PB

administrée dans des conditions de stress. Cependant ces résultats n’ont jamais pu €étre reproduits par
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d’autres équipes. Des souris FVB/N sont soumises a un stress de nage forcée (deux sessions de 4 min,
séparées par une pause de 4 min) puis traitées par la PB (0,1 mg/kg, i.p.) 10 min apres la fin de ce stress.
Les animaux sont sacrifiés 10 minutes apres le traitement. L’association stress-PB se traduit par une
inhibition de 50% de I’activité AChE du cortex cérébral par rapport aux animaux traités mais non stressés.
Par ailleurs, 1’administration intracardiaque de bleu evans aux animaux anesthésiés a permis la mise en
évidence d’une ouverture de la BHE consécutive au stress associé a la prise de PB. Les auteurs montrent
une activation de I’oncogene c-Fos (dans I"hippocampe) et une inhibition de I’activité AChE cérébrale sans
toutefois avoir dosé la PB au niveau du SNC.

La cascade de mécanismes proposée est la suivante : (i) I’ouverture de la BHE suite au stress pourrait
faciliter le passage de la PB au niveau cérébral ; (ii) I’inhibition de I’activit¢ AChE cérébrale induirait une
augmentation de la teneur en acétylcholine (ACh) dans la synapse, une activation des récepteurs
muscariniques, I’induction de signaux de transduction, I’expression de ’ARNm de cFos et I’augmentation
de la transcription d’AChE. Ainsi, si a 1’origine, une inhibition de I’activité AChE est observée, 2 moyen
terme il se produit une augmentation de cette activité, pouvant plus tard se traduire par une déplétion
persistante en ACh, une diminution de I’excitabilité neuronale, voire une atteinte des fonctions cognitives
(Kaufer et al. 1998).

Beck et al. (Beck et al. 2001) se sont intéressés a la réponse a un son chez des rats Sprague-Dawley
traités par la PB (0,045 mg/mL, p.o.) et soumis a un stress pendant 7 jours (immobilisation ; 1h par jour).
Les auteurs n’observent aucune modification de la réponse de sursaut au son chez les animaux chez les
animaux stressés et traités. Par contre, le traitement seul ou le stress seul augmentent cette réponse.

Tian et al. (Tian et al. 2002) décrivent, chez le Rat, une inhibition transitoire de 21 a 28% de 1’ activité
AChE cérébrale (cervelet et hippocampe) par la PB, 1 a 4 heures aprés un stress de nage (15 min) ou de
marche forcée (20 a 90 min). Il est cependant a noter que le stress ne majore que tres faiblement les effets
dus a la PB seule (30 mg/kg, p.o.).

Abdel-Rahman et al. (Abdel-Rahman et al. 2002) mettent particulierement bien en évidence un effet de
synergie lorsqu’un stress de contention modéré et répété (5 min par jour pendant 28 jours) est appliqué a
des rats adultes, traités de maniere chronique par trois drogues utilisées lors de la guerre du Golfe : la PB
(1,3 mg/kg/jour, p.o.), le DEET (40 mg/kg/jour, dermique) et la perméthrine (0,13 mg/kg/jour, dermique).
Alors que le stress ou le traitement par les trois drogues n’ont que tres peu d’effets au niveau cérébral et
aucun effet au niveau hépatique, leur association se traduit par :

- une rupture significative de la BHE dans différentes structures cérébrales : le cortex cingulaire,
le thalamus, I’hypothalamus et le gyrus dente de 1’hippocampe ;

- une dégénérescence neuronale révélée par coloration hématoxyline-€osine et coloration a
I’argent. Cette neurodégénérescence est observée dans de nombreuses structures cérébrales

dont celles ou la perméabilité de la BHE est fortement augmentée ;
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- une forte réaction astrocytaire révélée par immunomarquage de la GFAP (Glial fibrillary acidic
protein) ;

- une diminution de la densité en récepteurs muscariniques dans le striatum, qui est aussi
observée si le stress est appliqué seul ;

- une inhibition de I’ activité AChE du striatum ;

- une atteinte hépatique avec fibrose portale et périportale. Selon les auteurs, cette atteinte
hépatique pourrait diminuer le processus de détoxification et conduire a augmenter la
disponibilité des agents chimiques et ainsi exacerber leurs effets cérébraux.

Il est alors suggéré que I’exposition simultanée aux agents et au stress, d’une part, augmente la
perméabilité de la BHE et, d’autre part, crée des dommages hépatiques, compromettant ainsi la capacité de
détoxification des agents par le foie. Ceci aurait pour conséquence 1’augmentation de la concentration
plasmatique de ces agents, dont la PB, favorisant ainsi son passage au niveau central. Ce passage se traduit
en retour par une inhibition de I’activité AChE cérébrale. Il est a regretter que ces auteurs n’aient pas
étudié les effets de la combinaison du stress et de la PB.

Beck et al. (Beck et al. 2003) ont mis en évidence une inhibition de I’activité AChE du striatum (-30%)
chez le Rat soumis a 60 chocs électriques (3 s, 2 mA) a la queue, délivrés de facon intermittente sur une
période d’une heure, puis traités, 10 min apres la fin de I’application du stress, par une dose unique de PB
(2 mg/kg, i.p.) ; les animaux ont été sacrifiés a différents temps apres I’administration de PB : 5, 10 et 20
min. Les animaux traités mais non soumis au stress ne présentent aucune inhibition de I’activité AChE
dans les structures cérébrales étudiées (cortex, striatum, cervelet et hippocampe). Dans les mémes
conditions de stress, si les animaux sont traités par un autre anticholinestérasique, la néostigmine, les
auteurs observent une inhibition de 1’activité AChE dans le cortex et le cervelet, et aucune modification
dans le striatum.

Taysse et al. (Taysse et al. 2005) soumettent des souris males BALB/C a deux stress combinés
(immobilisation et choc plantaire) pendant 12 jours. La PB (0,2 mg/kg, s.c., 2 fois par jour) est administrée
pendant les 5 derniers jours de stress. Les auteurs montrent que la combinaison de ces deux types de stress
augmente l’expression de c-Fos au niveau de I’hippocampe, du thalamus et du cortex pyriforme.
L’administration de PB seule se traduit par des effets centraux puisque 1’expression de 1’oncogene c-Fos
est augmentée dans les différentes structures étudiées. De plus, la combinaison du stress et de la PB induit
une augmentation des taux de 1’acide 5-hydroxyindolacétique, un métabolite de la sérotonine, au niveau
des différentes structures cérébrales. Enfin la PB semble, en condition de stress, activer le systeme
dopaminergique comme en témoigne 1’augmentation des taux de dopamine dans I’hippocampe et le
striatum suite a 1’association du stress et de la PB. Les auteurs concluent alors que la PB, administrée a des
animaux stressés, pourrait affecter certaines fonctions cérébrales sans pour autant avoir démontré le

passage de la PB au niveau du SNC.
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Baireddy et al. (Baireddy et al. 2007) étudient, chez des rats méles Sprague-Dawley, les effets de la PB
(30 mg/kg, 1 mL/kg, p.o.) administrée immédiatement apres 1’application de différents stress (contention
(60 min), marche (15 min) et nage forcées (15 min)). Les animaux sont sacrifiés 2 heures apres
I’évenement stressant. Les résultats de cette étude suggerent que la PB, administrée ou non suite & un
stress, n’induit aucun signe de toxicité cholinergique. Cependant la PB seule induit une inhibition de
I’activité ChE faible mais significative au niveau du cervelet. Cet effet n’est pas majoré par le stress.

L’administration chronique de PB (10 mg/kg/jour, minipompes implantées) pendant 7 jours a des
souris males, se traduit par une inhibition de I’activité cholinergique au niveau de I’hypothalamus (Ropp et
al. 2008). Ce traitement induit une augmentation de I’expression de ’ARNm de I’AChE dans
I’hypothalamus et le cortex. Il est cependant a noter que la posologie choisie pour I’administration de la PB
aux souris est élevée (10 mg/kg contre 0,2 mg/kg pour Taysse et 0,1 mg/kg pour Friedman, travaillant
respectivement en sous-cutanée et en intra-veineuse). De plus I’hypothalamus, comme souligné par les

auteurs, est une zone dépourvue de BHE puisqu’il contient des organes circumventriculaires.

Travaux ne montrant pas ou peu d’effets centraux (Cf tableau 3)

Lallement et al. (Lallement 1998) ont soumis le cobaye a un stress thermique permettant de moduler
I’intensité du stress et ainsi d’observer trois conditions expérimentales (stress modéré, moyen ou extréme
correspondant respectivement a des températures corporelles de 39,8°C ; 41,5°C ; 44,3°C). Les effets
stressants ont été appréciés par la mesure du cortisol plasmatique. Les animaux ont été traités par la PB
(0,2 mg/kg, s.c.) 90 minutes aprés le début de I’application du stress et sacrifiés 30 min apres cette
administration. Le passage central de la PB a été mesuré indirectement par ses effets sur I’inhibition de
I’ AChE mais aussi directement par autoradiographie avec 1’utilisation de PB tritiée. Dans aucune de leurs
conditions expérimentales, les auteurs n’ont mis en évidence de passage central de la PB.

Telang et al. (Telang et al. 1999) ne montrent aucun passage de PB marquée au carbone 11 dans le
cerveau de souris soumises a une nage forcée. Il faut noter que la quantité de PB administrée par voie intra-
veineuse est trés faible : 1 picomole soit environ 5 ng/kg de poids corporel.

Grauer et al. (Grauer et al. 2000) ont réalisé plusieurs conditions expérimentales dont I’une reproduit
exactement celle de Friedman (Friedman et al. 1996). Ils ont utilisé des souris méales ou femelles FVB/N ou
CD1, recevant un traitement aigu par la PB (0,2 mg/kg, i.m. ou i.p.) 10 min apres deux types de stress
(nage forcée et/ou contention) mimant un stress modéré ou sévere. Quelles que soient les conditions de
I’étude, aucun passage de la PB dans le SNC par mesure de I’inhibition de ’AChE n’a été révélé. Les
auteurs n’ont donc pas, avec la méme souche de souris et le méme modele de stress, retrouvé les résultats
publiés par Friedman et al. (Friedman et al. 1996).

Sinton et al. (Sinton et al. 2000) ont utilisé deux souches de rats (Long Evans et Wistar) et deux types
de stress (contention et/ou nage forcée) pour vérifier si les effets observés dépendent du type de souche de

rongeur ou du type de stress. Les auteurs mettent en évidence une augmentation de I’activité AChE
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cérébrale et non une inhibition, chez les rats des deux souches traités par la PB (dose comprise entre 0,5 et
5 mg/kg, i.p.) 10 min apres le stress. Ces auteurs concluent donc que les deux types de stress utilisés
diminuent la perméabilité de la BHE a la PB. Ils suggerent que les travaux de Friedman et al. (1996)
pourraient étre dus a une perfusion insuffisante des cerveaux de rat lors du prélevement, comme le
suggerent les travaux de Ovadia et al. (Ovadia et al. 2001). En effet, la non perfusion du tissu cérébral peut
conduire a estimer, de fagon erronée, une inhibition de 8 & 12% de I’activité AChE en raison de la
persistance du sang au niveau du SNC.

Kant et al. (Kant et al. 2001) ont mesuré, chez des rats Sprague-Dawley, I’activité AChE du cortex
cérébral apres administration continue de PB durant trois jours (1,5 mg/kg/jour, minipompes), combinée a
un stress de choc électrique plantaire intermittent. Aucune inhibition significative de I’activité enzymatique
corticale n’a été détectée.

Song et al. (Song et al. 2002) administrent une dose unique de PB a forte dose (30 mg/kg, p.o.) ou une
administration répétée (0,3 ou 10 mg/kg/jour, pendant 14 jours) a des rats soumis a différents protocoles de
contention (contention unique de 1 a 4 heures ou contention d’une heure répétée pendant 14 jours). Aucune
majoration des effets centraux de la PB, ni de modification de la perméabilité de la BHE a la peroxydase
n’est observée.

Plus récemment, Park et collaborateurs (Park et al. 2008) administrent de la PB (1 mg/kg, 5 mL/kg,
p.o.) a des rats 20 min avant et toutes les deux heures pendant un stress de contention et d’immersion dans
I’eau froide. L absence d’inhibition de I’activité AChE cérébrale (au niveau du cerveau entier) témoigne
d’une absence de passage de la PB au niveau central.

Globalement, les observations de Friedman et al. n’ont jamais pu étre reproduites. Ainsi la littérature
est plutdt en faveur de I’absence de passage de la PB dans le SNC lors d’un stress. Toutefois, on ne peut
pas exclure, a priori, le fait qu’un ou plusieurs métabolites actifs de la PB (par exemple le 3-HMP) aient

une action cholinergique centrale (hypothese formulée par Shih et son équipe (Shih et al. 1991).

La synthese de ces différents travaux met en évidence que I’administration orale et répétée de PB,
associée ou non a un stress, peut induire une inhibition de 1’activité acétylcholinestérasique cérébrale,
inhibition dépendante de la structure étudiée et du délai d’observation. Toutefois cette inhibition de
Pactivité AChE cérébrale, lorsqu’elle a été décrite, n’a jamais été corrélée a la présence de la molécule de
PB dans le tissu cérébral. En effet ’inhibition de 1’activit¢ AChE n’est qu’un marqueur indirect de la
présence de PB. Les techniques de dosage classiques de la PB par chromatographie a haute performance en
phase liquide (HPLC) ou chromatographie en phase gazeuse couplées a la spectrométrie de masse, n’ont
pas une sensibilité suffisante pour doser la PB dans le tissu cérébral. Seules deux équipes, celle de Meyer
(Meyer et al. 1988) et celle de Miller et Verma (Miller & Verma 1989) ont développé leurs propres

anticorps anti-PB. Ces deux équipes ont ainsi mis en évidence la présence de PB dans le cerveau de rat non
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soumis a un stress. Il est cependant important de spécifier que les doses de PB alors administrées sont tres
élevées (0,056 mg/kg, i.m. pour Meyer et 1 mg/kg, i.m. pour Miller).

Les effets observés peuvent fluctuer en fonction de I’intensité du stress. La diversité des conditions de
stress et des agents auxquels les vétérans du conflit du Golfe ont pu étre soumis peut expliquer les
différentes formes de syndrome observées et la proportion de personnes atteintes. Le degré avec lequel de
possibles interactions entre la PB et d’autres composés chimiques ou le stress ont pu conduire a des
troubles chez certains vétérans est encore inconnu. En effet il est, a I’heure actuelle, impossible de savoir

quels soldats ont été traités et par quel type de composé. De plus, il est difficile d’extrapoler les données

expérimentales, obtenues chez les animaux, aux vétérans.
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Es.pece Traitement s Délai . Type de stress Observations Référence
animale d’observation
- inhibition 50% AChE corticale
. PB (0,1 ;. 0.5 ou 1 10 min apres le Nage forcée (2 fois - entrée du blen evans au niveau du (Friedman et al.
Souris FVB/N  mg/kg), i.p. 10 . N . SNC
¢ N traitement a laPB 4 min) L. . 1996)
min apres le stress - activation expression cFos dans
I’hippocampe
Rat Sprague- PB (0,045 24 h a 14 jours Stress Stress-PB : pas de modification de la (Beck et al.
Dawley mg/mL), p.o. apres dernier d’immobilisation réponse de sursaut & un son (traitement ~ 2001)
pendant 7 jours traitement pendant 1 h par jour  ou stress seul augmentant cette réponse)
Rat Sprague- PB (30 mg/kg,), 1,2 ou 3 h apres Nage forcée (15 Stress-PB : Inhibition transitoire de (Tian et al.
Dawley p.o. le traitement min) ou course I’activité AChE cérébrale au niveau 2002)
Avant, pendant ou forcée (20-90 min) cervelet et hippocampe
apres le stress Le stress ne majore que faiblement
I’effet de 1a PB seule.
PB (1,3 24 h apres le L Stress + les trois drogues : rupture de la
Rat Sprague- mg/kg/jour)., p.o. dernier traitement f(t)r:tse;?gjir: 5 min BHE dans dif.fére,ntes structures (Abdel-Rahman
Dawley pendant 28 jours les i cérébrales qui présentent alors une et al. 2002)
Association avec Fous “es jours neurodégénérescence '
DEET (40 1mrf1ed1ater.nent Forte réaction astrocytaire
mg/kg/jour) et apres le traitement  yaiion de Iactivité AChE du
perméthrine (0,13 striatum
mg/kg/jour) Diminution nombre de récepteurs
muscariniques dans le striatum
(également si stress seul)
gat Sprague- PB (2. mgﬂfg) i.p. 5, 1\0 et 20 min Choc e}ectrlque Stress-PB : inhibition de Iactivité (Beck et al.
awley 10 min apres le apres traitement intermittent au . 2003)
stress niveau de la queue AChE du striatum
pendant 1 h
Souris PB (0,2 mg/kg) 1 h apres la Immobilisation (30 Stress comme PB : augmentation (Taysse et al.
BALB/C s.c. 2 fois par jour  derniere session min) + choc expression cFos dans hippocampe, 2005)
pendant les 5 de stress plantaire (60 min) thalamus et cortex piriforme
derniers jours de pendant 12 jours Stress-PB : augmentation taux
stress dopamine dans 1’hippocampe et le
striatum
Rat Sprague- PB (30 mg/kg, 1 2 h apres le stress  Contention (60 PB seule ou associée au stress : aucun (Baireddy et al.
Dawley mL/kg) p.o. juste min)+marche ou signe de toxicité 2007)

apres le stress

nage forcée (15
min)

PB induit inhibition activité ChE au
niveau du cervelet. Effet non majoré
par le stress

Tableau 2 : tableau récapitulatif des différentes études démontrant les effets de la pyridostigmine
au niveau du SNC, lorsqu’elle est combinée a un stress.
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Es.pece Traitement y Délai . Type de stress Observations Référence
animale d’observation

Cobaye PB (0,2 mg/kg) s.c. 30 min apres le Stress thermique Aucun effet central de la PB (Lallement
Dunkin- 90 min apres le début  traitement a la PB (modéré, moyen ou (inhibition AChE et 1998)
Hartley du stress extréme) pendant 2 h autoradiographie grace a PB tritiée)
Souris PB (1uCi de ''C-PB) 10 min apres le Nage forcée (2 fois 4 Stress-PB : pas de passage de PB (Telang et
Swiss- i.v., 10 min apres le traitement min) marquée al. 1999)
Webster stress
Souris PB (0,4 mg/kg) i.m. 10 min apres Nage forcée (2 fois 4 (Grauer et
FVB/N ou ou i.p. 10 min apres le  traitement a la PB min) ou pattes dans Aucun effet observé al. 2000)
CD1 stress I’eau glacée (5 min)
Males ou
femelles
Rat Long- PB(0,5;1;2;30u5 60 min apres le Nage forcée (2 fois 10 Pour chaque posologie de PB : (Sinton et al.
Evans ou mg/kg) i.p. 10 min stress min) et/ou contention activité AChE augmentée chez les 2000)
Wistar apres le stress (30 min) animaux stressés
Rat PB (1,5 mg/kg/jour), 7 jours apres la Choc électrique Aucun effet observé : la PB ne (Kant et al.
Sprague- minipompes premiere plantaire intermittent majore pas les effets du stress sur 2001)
Dawley osmotiques pendant4  administration de toute la journée les 3 les performances ni sur les taux

jours PB jours suivant la derniere ~ d’hormones

injection de PB

Traitement aigu : Contentionde 1 a4 h Pas de modification de la BHE a la

PB (30 mg/kg), p.o. (avant, apres ou avant et peroxydase (Song et al.
Rat Traitement 1 h apres le dernier ~ apres le traitement) Aucune influence des différentes 2002)
Sprague- chronique : traitement Contention d’1 h juste formes de stress sur 1’inhibition
Dawley PB (0,3 mg/kg/ jour) apres la prise de PB cholinestérasique centrale ou

p.o. pendant 14 jours pendant 14 jours périphérique

PB (10 mg/kg/jour)

p.o. pendant 14 jours
Rat PB (1 mg/kg), p.o. Juste apres lafindu  Contention et Aucune inhibition de I’activité (Park et al.
Sprague- 20 minutes avant et stress immersion dans I’eau AChE cérébrale du cerveau entier 2008)
Dawley toutes les 2 heures froide pendant 4 heures

apres le début du
stress

Tableau 3 : tableau récapitulatif des différentes études ne démontrant aucun effet de la pyridostigmine
au niveau du SNC, lorsqu’elle est combinée a un stress
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CHAPITRE II : Pyridostigmine et systeme cholinergique

Synthétisée pour la premiere fois en 1946 par R. Urban (Somani & Husain 2001), la pyridostigmine
appartient a une classe de molécules appelées anticholinestérasiques. La molécule de pyridostigmine ou 3-
(diméthylaminocarbonyloxy)-1-méthylpyridinium appartient a la famille des carbamates, composés
porteurs d’une fonction N-(C=0)-O- (figure 1). Elle est administrée sous forme de sel appelé bromure de

pyridostigmine ou PB. Elle posseéde en outre un ammonium quaternaire.

- .

|
J N, 0 CH,

; *, I Br-
&, —0—C—N.
& -

CHa
Figure 1 : structure de la molécule de bromure de 3-(diméthylaminocarbonyloxy)-1-méthylpyridinium ou PB.

La PB se lie et inhibe de facon réversible I’AChE, enzyme responsable de la dégradation du
neurotransmetteur acétylcholine (ACh). Elle potentialise ainsi les effets de ce neurotransmetteur localisé
aussi bien au niveau du systeme nerveux central (SNC) que périphérique (SNP).

La présence d’un ammonium quaternaire rend la molécule polaire. Elle ne franchit donc pas la barriere
hémato-encéphalique (BHE) et ne peut donc agir au niveau du SNC (Birtley et al. 1966; Dunn et al. 1997).
N’agissant par conséquent qu’au niveau périphérique, la PB est un traitement de choix pour le traitement
de la myasthénie acquise, maladie neuromusculaire autoimmune. Cette molécule (dont le nom de la
spécialité est le Mestinon®) est utilisée depuis de nombreuses années pour le traitement de cette maladie.
Pour cette indication, I’autorisation de mise sur le marché (AMM) de ce médicament date de janvier 1955
(AMM n°36166279).

Ces mémes propriétés ont permis de choisir la PB comme traitement préventif en cas de risque
d’intoxication aux neurotoxiques organophosphorés lors de conflits armés (Doctor et al. 2001). Pour cette
indication, son AMM en France ne fut que récemment obtenue (29/01/2008) ; toutefois depuis 1986,
I’Armée Américaine a autorisé son utilisation en tant que traitement prophylactique lors de conflits. La
dose de 30 mg de PB administrée toutes les huit heures (Somani & Husain 2001) est recommandée aux
soldats afin de les protéger contre une éventuelle intoxication par les neurotoxiques organophosphorés.

La PB étant un anticholinestérasique, nous décrirons, tout d’abord, le systeme cholinergique afin
d’identifier les cibles potentielles de la PB. Puis nous présenterons les propriétés de la PB justifiant son
utilisation pour le traitement de la myasthénie et en tant que traitement prophylactique lors des conflits
armés. Pour finir, nous décrirons les principales données pharmacocinétiques de la PB ayant justifié son

utilisation dans ces deux applications médicamenteuses.
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1) Le systeme cholinergique

L'ACh est le premier neurotransmetteur a avoir été isolé a partir d’un champignon parasite cryptogame
responsable de I’ergot de seigle. Cet ester de I'acide acétique et de la choline, dont l'action est médiée par
les récepteurs nicotiniques et muscariniques, a une masse molaire de 146,2 g/mol et pour formule chimique
C;H,¢NO, (figure 2). Par la suite ses fonctions furent identifiées par Otto Loewi (1921) qui démontra pour
la premiere fois que la transmission entre le nerf vague et le coeur se faisait grace a un messager chimique
capable de ralentir le rythme cardiaque. L’ ACh a depuis été identifiée comme un neuromédiateur au sein
de nombreuses synapses chez les invertébrés comme chez vertébrés.

Ce neurotransmetteur est présent au niveau du SNC, ou il est impliqué dans la mémoire et
I'apprentissage, et au niveau du SNP.

Au niveau des jonctions neuromusculaires, I’ ACh, seul neurotransmetteur agissant sur des récepteurs

localisés au niveau de la plaque motrice, est responsable de la contraction musculaire.

L \ _CH,
g ’. )‘L N+/‘"
4 "LT O/\/ \

H,C
3 CH,
wd

Figure 2 : structure de I’acétylcholine (représentation tridimensionnelle et formule développée).

L’ACh, comme tout neurotransmetteur, est un messager chimique qui transmet 1’influx nerveux en
agissant au niveau de synapses. La transmission synaptique de type cholinergique peut étre divisée en
plusieurs étapes :

e Lasynthese de I’ACh;

e [Lestockage de ’ACh ;

e [’excrétion ou la libération de I’ACh dans la fente synaptique ;
e La fixation de I’ACh sur ses récepteurs ;

e [inactivation par dégradation de I’ACh par I’AChE.

1.1- Biosynthese de ’acétylcholine (Racke et al. 2006)

N

La syntheése du neurotransmetteur se déroule au niveau du bouton terminal de I’axone a partir de
précurseurs. L’action d’enzymes spécifiques permet la transformation des précurseurs en
neurotransmetteurs actifs.

La synthese d’ACh, réalisée dans le cytoplasme des neurones pré-synaptiques, est catalysée par la
choline acétyltransférase. Cette enzyme utilise la choline et I’acétylcoenzyme A comme substrats

(figure 3).
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HS-CoA

Q CH 7 £
l ]
CHy—C—S—CoA  +  CHy—N*—CH,—CH,—OH % CHy—C—O0~CHy—CHy— N *~—CH;
|

| Choline acétyltransférase CH
Acétylcoenzyme A CHE 3

Choline Acétylcholine

Figure 3 : schéma de synthese de I’acétylcholine

La choline acétyltransférase est synthétisée dans le corps cellulaire du neurone pré-synaptique avant
d’étre transportée jusqu’a I’extrémité de I’axone, lieu de synthese du neurotransmetteur. Elle est spécifique
des neurones cholinergiques.

L’acétylcoenzyme A provient du métabolisme du glucose dans la mitochondrie lors de la glycolyse. Le
glucose y est dégradé en pyruvate, lui-méme transformé en acétylcoenzyme A par la pyruvate
déshydrogénase, une enzyme mitochondriale.

La choline provient pour moitié de la choline recaptée suite a I’hydrolyse de I’ACh par I’AChE dans la
fente synaptique. Cette recapture est effectuée au niveau des terminaisons cholinergiques par un
mécanisme de transport actif Na* dépendant (Racke et al. 2006). Cette capture est proportionnelle a la
synthese d’ACh et représente le facteur limitant de sa synthese (Gylys & Jenden 1996). L’autre moitié
provient des tissus et présente deux origines :

- une origine exogene, c'est-a-dire alimentaire. Le jaune d’ceuf est de loin 1’aliment le plus riche en choline.
Viennent ensuite le foie, la viande et les poissons. Apres absorption au niveau de I’intestin gréle, la choline
est transportée jusqu’au foie puis distribuée dans les tissus.

- une origine endogene par biosynthése a partir d’un acide aminé, la glycine lors de la dégradation des
phospholipides membranaires. La glycine est successivement transformée en sérine, éthanolamine,
phosphatidyl-éthanolamine. Cette derniere subit trois méthylations pour aboutir a la phosphatidylcholine
puis a la choline. La triméthylation de la phosphatidyl-éthanolamine dépend de la présence de vitamine

B12, d'acide folique et de méthionine.

1.2- Stockage de I’acétylcholine

L’ ACh synthétisée dans le cytoplasme des terminaisons axonales est accumulée dans des vésicules
synaptiques. Ces vésicules sont préalablement formées au niveau de puits a clathrine de la membrane de
I’axone. Le transport au sein des vésicules se fait grice a des transporteurs présents a la surface des
membranes des vésicules, les vesicular-acetylcholin-transporters (VACHT). Ces transporteurs fonctionnent
en utilisant I’énergie d’un gradient de protons, établi par le transport actif d’ions H', du cytoplasme vers

I'intérieur des vésicules par une pompe H'/ATPase (Anderson et al. 1982; Parsons 2000). Ces vésicules
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ayant incorporé 1I’ACh sont ensuite attachées a des éléments du cytosquelette pres de 1’endroit ou elles
fusionneront avec la membrane.
Dans les terminaisons axonales, I’ ACh est présente dans les vésicules et dans le cytoplasme, ces deux

compartiments étant en équilibre I'un avec I’autre.

1.3- Libération de ’ACh (revue Racke et al. 2006)

L’ACh libérée provient majoritairement du compartiment vésiculaire bien que ce neurotransmetteur
puisse également étre libéré a partir du compartiment cytoplasmique.

La dépolarisation de la cellule, induite par 1’arrivée des potentiels d’action, entraine I’ouverture de
canaux calciques « voltage-dépendants » engendrant une vague calcique cytosolique. Cet influx calcique
permet la migration et la fusion des vésicules avec la membrane et aboutit a I’exocytose de I’ACh dans la
fente synaptique (Katz & Miledi 1967).

La libération de I’ACh peut également étre modulée par d’autres systemes. Des récepteurs
cholinergiques (appelés autorécepteurs) sont en effet présents sur la membrane de 1’extrémité axonale du
neurone pré-synaptique. La fixation de I’ACh libérée sur ces récepteurs freine la libération d’ ACh. Il existe
également un rétrocontrdle par le biais d’autres neurotransmetteurs se fixant sur leurs récepteurs situés a la
surface des neurones cholinergiques. Ces neurotransmetteurs qui ont un effet inhibiteur sur la sécrétion
d’ ACh sont la dopamine, la noradrénaline, la sérotonine et I’acide gamma aminobutyrique (GABA).

Une fois libérée, I’ACh peut interagir avec ses récepteurs spécifiques communiquant ainsi une
information aux neurones post-synaptiques. Elle peut également subir une hydrolyse rapide par I’AChE

présente dans la fente synaptique.

1.4- Fixation de I’ACh sur ses récepteurs

Deux types de récepteurs ont été identifiés. En fonction de leur sélectivité pour leur agoniste
spécifique, la nicotine et la muscarine, ces deux types de récepteurs ont été appelés récepteurs nicotiniques
et muscariniques. Méme s’ils sont parfois présents au niveau d’une méme synapse (synapse entre le
neurone connecteur et le neurone effecteur du systeme nerveux végétatif) (Fossier et al. 1988), ces deux
types de récepteurs sont le plus souvent indépendants I'un de 1’autre. De plus, ils different de par leur
localisation, leur structure, leurs propriétés pharmacologiques ainsi que leur temps de réponse.

1.4.1 - Les récepteurs nicotiniques (Racke et al. 2006)

Les actions rapides de I’ACh sont médiées via son interaction avec les récepteurs nicotiniques,
premiers récepteurs cholinergiques identifiés. Ce sont des récepteurs ionotropes, aussi appelés « récepteurs
canaux ». Ils sont majoritairement perméables au Na* et au K* mais laissent aussi entrer du Ca** en méme
temps que du Na®. Les cations diffusent en fonction de leur gradient de concentration. La réponse a la

stimulation des récepteurs nicotiniques est rapide et de courte durée.
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Structure

Les récepteurs nicotiniques sont constitués de 5 sous-unités arrangées de facon a former un canal
ionique central (diametre 6,5A). Ces protéines pentamériques sont insérées dans la bicouche lipidique de la
membrane post-synaptique (figure 4). La méme protéine forme le canal transmembranaire et fixe 1’ACh.
Chaque sous-unité comprend elle-méme quatre domaines hélicoidaux transmembranaires identifiés M1 a
M4. Dans chaque sous-unité c’est la partie M2 de ces hélices qui forme la paroi du canal ionique du
récepteur. Chaque sous-unité comprend également une longue région extracellulaire formant le site de

liaison de I’ ACh.

Figure 4 : représentation schématique de la structure d’un récepteur nicotinique
incrusté dans la bicouche lipidique
(d’apres « le cerveau a tous les niveaux », http://lecerveau.mcgill.ca).

Les différents types de récepteurs nicotiniques et leur mode d’action

En fonction de leur composition en sous-unités, on distingue différents isotypes de récepteur
nicotinique qui présentent une activation, une cinétique d’inhibition ainsi que des propriétés
pharmacologiques différentes (Galzi & Changeux 1995; Sgard et al. 2002).

Le récepteur nicotinique est toujours formé de deux sous-unités o qui ne sont jamais adjacentes et
constituent un site de liaison pour I’ACh et d’autres ligands tels que la nicotine et I’ a-bungarotoxine. Les 3
sous-unités restantes permettent de distinguer les récepteurs de la jonction neuromusculaire et les
récepteurs nicotiniques neuronaux.

Au niveau de la jonction neuromusculaire, les deux sous-unités a s’associent a quatre autres types de
sous-unités (B, v, 6 ou €). Les proportions 2a, B, v, 0 ou 2a, B, 8, € permettent respectivement de distinguer
les récepteurs musculaires embryonnaires et les récepteurs adultes.

Les récepteurs nicotiniques neuronaux different de ceux des muscles parcequ’ils sont uniquement
composés de 2 types de sous-unités, o ou . Le plus souvent ces récepteurs sont constitués de 3 sous-unités

aet2p.
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L’activation des deux sites a est nécessaire a 1’ouverture du canal. Lorsque aucun neurotransmetteur
n’est fixé au récepteur, le pore est fermé. La fixation de deux molécules d’ ACh sur la partie extracellulaire
des sous-unités o induit un changement de conformation allostérique du canal provoquant son ouverture
(figure 5). La durée de I’ouverture dépend de 1’affinité et de la concentration de 1’agoniste. L.’ouverture du
canal favorise un influx sodique et potassique responsable de la dépolarisation de la membrane post-

synaptique (Jones & Dunlop 2007).

Ion sodium -
;‘i.cétyl-.:holine
. : '.'h\_

Sous-unités

Canal
lonigue

Potassium g

Figure 5 : schéma du mode de fonctionnement d’un récepteur
nicotinique (d’apres bioorga.u-strasbg.fr).

Localisation et fonctions

Les récepteurs nicotiniques sont principalement localisés au niveau du SNP et du SNC.

Dans le systtme nerveux autonome, ils sont présents au niveau des ganglions sympathiques et
parasympathiques. Ce sont les récepteurs exclusifs de la plaque motrice des muscles squelettiques. Leur
stimulation entraine la contraction musculaire. Ils se trouvent également sur les cellules productrices
d’hormones et les glandes surrénales.

Au niveau du SNC, les récepteurs nicotiniques représentent 5% de I’ensemble des récepteurs
cholinergiques. Leur structure hétérogéne permet 1’implication de ces récepteurs dans de nombreuses
fonctions telles que le maintien de 1’éveil (Marrosu et al. 1995), I’apprentissage et la mémorisation (Butt et
al. 1997).

1.4.2 - Les récepteurs muscariniques

IIs représentent le deuxieme type de récepteurs pouvant lier I’ACh. La réponse de ces récepteurs est
plus lente et présente une durée d’action plus longue que celle des récepteurs nicotiniques. Les récepteurs
muscariniques appartiennent aux récepteurs métabotropes, c’est a dire couplés aux protéines G (RCPG),
qui constituent la plus grande famille de récepteurs membranaires de mammiferes puisqu’elle représente

3,4% du génome (Bockaert & Pin 1999).
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Structure

Ces récepteurs se caractérisent par une structure a 7 domaines transmembranaires constitués d’acides
aminés hydrophobes. Les 7 hélices transmembranaires des récepteurs muscariniques proviennent de la
méme protéine qui serpente a travers la membrane formant ainsi trois boucles et une extrémité C-terminale

intracellulaires (figure 6).

l') \'1 Acetylcholine (Ach)
o Coupled to K’ channel
causes hyperpolarization

M2 Muscarinic Receptor
and slows the heart rate

Outside N

nside

Figure 6 : schéma de la structure d’un récepteur muscarinique
(d’apres pharmacy.wsu.edu/courses)

Les différents types de récepteurs muscariniques et leur mode d’action

Les récepteurs métabotropes different des récepteurs ionotropes car ils exercent leurs effets sur les
canaux via une protéine située du c6té cytoplasmique. Cette protéine, appelée protéine G, est formée de
trois sous-unités protéiques (a, B, y). La sous-unité o se lie aux nucléotides dérivés de la guanine
[guanosine di-phosphate (GDP) et guanosine tri-phosphate (GTP)]. Deux conformations fonctionnelles
peuvent étre distinguées : la protéine G liée au GDP ou au GTP. Quand le GDP est lié a la sous-unité a, il y
a formation d’un trimere inactif. Quand c’est le GTP qui est 1ié a la sous-unité a, celle-ci se dissocie du
complexe formé par les 2 autres sous-unités.

La liaison de I’ACh sur son récepteur provoque deux changements conformationnels : tout d’abord
celui du récepteur lié a I’ACh, entrainant lui méme un changement de conformation de la protéine G. Le
site des « dérivés de la guanine » de la protéine G s’ouvre, libérant alors le GDP et rendant possible la mise
en place du GTP a ce méme niveau. La sous-unité Ga liée au GTP se dissocie des autres sous-unités et
peut alors activer différentes protéines dites « effectrices ». L’action des récepteurs muscariniques est par
conséquent moins rapide que celle des récepteurs nicotiniques.

On distingue 5 types de récepteurs muscariniques (M; a Ms) codés par 5 genes distincts (Caulfield &
Birdsall 1998). Les 5 types de récepteurs muscariniques peuvent fixer la muscarine comme agoniste et
I’atropine comme antagoniste. Bien que tous ces types de récepteurs agissent via l’activation d’une

protéine G, la réponse sera différente qu’il s’agisse des récepteurs M;, M; et M5 ou M, et M,.
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Mode d’action des récepteurs M;, M3 et Ms
IIs sont tous trois couplés a une protéine Gs (stimulatrice). La liaison de I’ACh au récepteur active la
protéine Gs. La sous-unité o liant le GTP se détache alors de la protéine G et peut activer d’une part

I’adénylate cyclase et d’autre part la phospholipase C (figure 7).

Ach Récepteurs M1, M3 et M5 Mzmbrane

neuronale
LA

/ 0

RN /,‘

(1) PIP,

.'/

Pr'u‘réi‘ne(i'
activée

Réticulum
endoplasmique -~
lisse 7

Figure 7 : mécanisme d’action des récepteurs M;, M; et M5
(d’apres Neurosciences édition De Boeck Université).

L’adénylate cyclase est une enzyme membranaire qui transforme I’ATP en AMPc. L’élévation du taux
d’AMPc dans le cytoplasme active la protéine kinase A alors capable de phosphoryler des canaux
potassiques membranaires, les rendant inactifs.

La phospholipase C est également une enzyme membranaire dégradant le phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate (PIP,) en deux molécules qui vont jouer le role de seconds messagers : le diacylglycérol
(DAG) et I’'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3). Le DAG, lipophile, agit au sein de la membrane ou il active la
protéine kinase C qui va phosphoryler les canaux calciques. Une fois activés, ces derniers permettent un
influx calcique (Jones & Dunlop 2007). L’élévation de la concentration intracellulaire en calcium est
également due a I’action de I’'IP;. Ce composé, hydrophile, diffuse plus loin dans le cytosol et se fixe sur
des récepteurs spécifiques du réticulum endoplasmique lisse, provoquant une libération de calcium vers le
cytosol.

En empéchant la sortie de potassium et en augmentant les taux intracellulaires de calcium, ces
phénomenes induisent une dépolarisation du neurone ; ils ont donc un effet excitateur.

Mode d’action des récepteurs M, et M,

Un mode d’action différent est associé aux types M, et M, présentant une activité inhibitrice car
couplés a une protéine Gi (Felder 1995; Caulfield & Birdsall 1998) (Figure 8). La fixation de I’ACh au
récepteur stimule la protéine Gi, inhibitrice de 1’adénylate cyclase. La formation d’AMPc s’en trouve en
conséquence inhibée. Cette baisse de la quantité de second messager conduit a I’ouverture de canaux
potassiques se traduisant par une hyperpolarisation de la cellule. Ces récepteurs ont donc une activité

inhibitrice.
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Figure 8 : mécanisme d’action des récepteurs M, et My
(d’apres Neurosciences édition De Boeck Université).

Localisation

Les récepteurs muscariniques sont essentiellement présents au niveau du SNC ou ils représentent 95%
des récepteurs cholinergiques. Ils sont distribués de maniere variable suivant la structure cérébrale étudiée
(Yamamura et al. 1974). IIs sont abondants dans les structures striatales et corticales (Perry et al. 1989), le
noyau caudé, I’hippocampe (structure dans laquelle se trouve 50% des récepteurs muscariniques centraux),
le noyau ventro-basal du thalamus, le cortex piriforme, le cortex cérébelleux et la moelle épiniere. Leur
répartition varie également en fonction de leur nature. Une plus grande proportion de récepteurs M, est
retrouvée dans I’hippocampe alors que le cervelet et I’hypothalamus contiennent de nombreux récepteurs
M, (Giraldo et al. 1987). Les récepteurs de type M, sont quant a eux fortement exprimés au niveau du
striatum chez le Rat (Smythies 2005). Enfin les récepteurs M; et M5 présentent une distribution ubiquitaire
au niveau cérébral.

On trouve également des récepteurs muscariniques dans le systéme nerveux autonome essentiellement au

niveau des poumons, du cceur, des ganglions parasympathiques et des muscles lisses.

1.5- Distribution et effets biologiques de I’ACh

Les transmissions cholinergiques participent a de nombreuses fonctions, aussi bien au niveau central
que périphérique.
Au niveau du systeme autonome, 1’ ACh est le médiateur des neurones pré-ganglionnaires des systemes

sympathique et parasympathique ainsi qu’au niveau des neurones post-ganglionnaires du systeme
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parasympathique. Les principales cibles de I’ACh sont les organes innervés par le systtme autonome :
Peeil, le ceeur, les glandes salivaires et lacrymales, les bronches, le tractus digestif... Cependant son role
varie d’un organe a I’autre.

Au niveau de la jonction neuromusculaire, I’ACh est le seul neurotransmetteur présent et transmet
I’influx nerveux des nerfs moteurs aux fibres musculaires, entrainant la contraction des muscles.

Au niveau du SNC, I’ ACh est notamment distribuée au niveau de certaines synapses du noyau basilaire
et du noyau caudé. Les rdles respectifs des récepteurs nicotiniques et muscariniques y sont encore mal

connus. Certaines fonctions impliquant ces récepteurs sont présentées dans le tableau 4.

Récepteurs
Tissu Effets de ’ACh

impliqués
Systeme nerveux central ~ Mémorisation, apprentissage, hypothermie, tremblements M,
Coeeur Bradycardie M,
Vaisseaux Vasodilatation, baisse de la pression artérielle M;
Poumon Contraction des bronches, sécrétion M;
Intestin, estomac Contractions, sécrétions M;
Glandes salivaires Sécrétions M;
(Eil Contraction des pupilles, larmes M;
Muscle squelettique Contraction Nicotinique
Jonction neuromusculaire  Transmission neuromusculaire Nicotinique
Glande médullosurrénale  Libération d’adrénaline Nicotinique
SN sympathique Libération de noradrénaline Nicotinique

Tableau 4 : effets de 1’acétylcholine au niveau du SNC et du SNP.

1.6- Catabolisme de I’ACh (Rand 2007)

Contrairement a de nombreux neuromédiateurs qui sont recapturés par le bouton terminal du neurone

pré-synaptique (dopamine, sérotonine, adrénaline), I’ ACh libérée apres exocytose est rapidement dégradée
en choline et en acide acétique par I’AChE présente dans la fente synaptique. Apres hydrolyse de I’ ACh,
50% de la choline libérée est recapturée par la terminaison pré-synaptique afin de participer a nouveau a la

synthese d’ACh.
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1.6.1 - Structure et localisation de I’ AChE

L’AChE est une enzyme de type estérase qui fait partie des protéases a sérine. C’est une enzyme
polymorphe pouvant comporter de 1 a 12 sous-unités catalytiques. Synthétisée dans le corps cellulaire des
neurones, I’enzyme est principalement située a la surface de la terminaison post-synaptique.

L’ AChE est largement distribuée, on la trouve dans le SNC (figure 9), dans le SNP ainsi qu’a la surface

des globules rouges.

Cortex —|‘ Hippocampe

Striatum Amygdale

Figure 9 : distribution de I’activit¢é AChE au niveau du cerveau de souris (d’aprés Soreq &
Seidman 2001). On constate une forte activité enzymatique au niveau de I’amygdale et du caude
putamen (striatum). Cette activité est également détectable au niveau du cortex et de I’hippocampe.

1.6.2 - Propriétés catalytiques de 1’AChE

L’ AChE fait partie des enzymes présentant une activité catalytique des plus rapides. La dégradation
d’une molécule d’ACh se fait en 80 ms environ. L’action rapide de ces enzymes est indispensable pour
limiter 1’activation des récepteurs nicotiniques comme muscariniques (Jones & Dunlop 2007) et permettre
une transmission cholinergique correcte.

Chez les vertébrés, on distingue deux types de cholinestérases. L'acétylcholinestérase (AChE) est
principalement présente dans le tissu nerveux et les globules rouges et possede comme substrat principal
I’ ACh. La butyrylcholinestérase (BuChE) est présente dans d'autres tissus tels que le coeur mais aussi dans
le plasma. Ses substrats sont aussi bien I’ACh que la butyrylcholine. Il est cependant a noter qu’elle ne
représente qu’une faible proportion de 1’activité totale de la dégradation de ce neurotransmetteur.

L’ AChE est la cible de nombreux inhibiteurs réversibles ou irréversibles. Son inhibition conduit a une
augmentation de la concentration en ACh, une augmentation du temps d’action du neurotransmetteur sur
ses récepteurs et donc a une augmentation de la réponse cholinergique. Du fait de leur mode d’action, les
anticholinestérasiques réversibles constituent des molécules de choix pour le traitement de certaines
maladies impliquant le systeme cholinergique. Les inhibiteurs réversibles sont utilisés dans le traitement de

maladies, telle que la maladie d’Alzheimer ou leur emploi conduit a une amélioration des performances
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mnésiques et cognitives. L.a molécule de bromure de pyridostigmine, anticholinestérasique réversible, est
comme précisé précedemment utilisée pour le traitement de la myasthénie acquise. Les inhibiteurs
irréversibles constituent quant a eux de redoutables neurotoxiques pouvant par exemple étre utilisés dans la
vie quotidienne en tant qu’insecticides mais aussi de maniere prohibée comme armes de guerre. Il est en
effet a noter que I’emploi d’armes chimiques lors de conflits est interdit par la Convention de Geneve de
1925 (pour les gaz) et par la Convention d’Interdiction d’utilisation des Armes Chimiques (CIAC) signée
en 1994.

2) PB et myasthénie

2.1- Description de la maladie

La myasthénie est une maladie caractérisée par un défaut de la transmission de I’influx nerveux entre
le nerf et le muscle. Décrite par T. Willis en 1685, elle est caractérisée par un épuisement de la force
musculaire, particulierement a la suite d’une activation prolongée. Son origine est encore inconnue mais
cette maladie, dite auto-immune, résulte de I’altération des récepteurs de I’ACh situés sur la membrane
post-synaptique de la jonction neuromusculaire (figure 10) (Chan & Ho 2002). Les anticorps produits
attaquent les récepteurs du soi qui perdent ainsi leurs fonctions. La perte des récepteurs cholinergiques se
traduit par une diminution de I’activité cholinergique et une transmission neuromusculaire plus faible

(Goulon-Goean & Gajdos 2002).

Neuromuscular Junction

- é ] ] ' A . .
Normal Nerve Transmission Myasthenia Gravis
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Figure 10 : physiopathologie de la jonction neuromusculaire
au cours de la myasthénie (d’apres Torpy et al. 2005)
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Chez les sujets myasthéniques, la microscopie électronique a mis en évidence des anomalies
morphologiques de la jonction neuromusculaire consistant en un élargissement de la fente synaptique, un
effacement des replis de la membrane post-synaptique et une réduction de la densité en récepteurs

cholinergiques.

2.2- Prévalence

La prévalence de cette maladie est rare (5 individus sur 100 000) (Engel 1984). Elle atteint les deux
sexes et peut débuter a n’importe quel dge. La myasthénie présente deux pics de fréquence : les femmes
développent cette maladie avant 35 ans alors que les hommes sont touchés entre 60 et 74 ans (Drachman

1994; Antonini et al. 1996).

2.3- Traitement de la myasthénie

Chez les personnes myasthéniques, la faiblesse musculaire peut étre améliorée apres traitement par les
inhibiteurs de I’ AChE. En effet, les anticholinestérasiques augmentent la quantit¢ d’ ACh disponible pour
se lier aux récepteurs restants (Drachman 1994). Cette augmentation de la concentration en ACh permet de
restaurer une partie de I’activité cholinergique et induit une activation plus efficace des récepteurs post-
synaptiques que le systtme immunitaire n’a pas encore détruits (Patrick & Lindstrom 1973).

Le bromure de pyridostigmine (dont le nom de spécialité est le Mestinon®) présente un effet maximal
en 60 a 90 minutes et dure de 3 a 4 heures. Dans le cadre du traitement de la myasthénie, la posologie
recommandée varie entre 240 et 480 mg de PB par jour selon la gravité de la maladie. Cette dose

journaliere peut étre administrée en 3 ou 4 prises selon le Vidal®.

2.4- Effets secondaires liés au traitement de la myasthénie

Bien que la PB soit utilisée depuis de nombreuses années pour le traitement de la myasthénie, la
tolérance de la molécule chez les patients a été tres peu étudiée apres sa mise sur le marché. Depuis 1990,
seules deux études rétrospectives ont évalué les effets secondaires consécutifs a un traitement par la PB
chez des patients myasthéniques.

La posologie recommandée étant différente selon la gravité de la maladie, la dose seuil pour
I’apparition des effets secondaires est variable d’un patient a ’autre. Les effets secondaires du Mestinon®
sont essentiellement liés a I’accumulation d’ACh au niveau des récepteurs muscariniques sur les synapses
cholinergiques des muscles lisses et au niveau des récepteurs nicotiniques des muscles squelettiques (Hood
1990; Beekman et al. 1997). Les effets secondaires muscariniques gastro-intestinaux associent douleur,
crampes abdominales, diarrhées, nausées et vomissements. L’action de I’ACh au niveau des récepteurs
nicotiniques induit des crampes musculaires, des fasciculations ainsi qu’une faiblesse musculaire.

Depuis quelques années, une nouvelle cible thérapeutique existe pour la PB. En effet, les

neurotoxiques organophosphorés sont des anticholinestérasiques irréversibles représentant une menace lors
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des conflits armés ou d’actes de terrorisme. Le mode d’action de la PB en a fait un candidat de choix pour

parer a une éventuelle intoxication par ces agents.

3) Traitement prophylactique par la PB

3.1- Définition des neurotoxiques organophosphorés (pour revue, Marrs 2007)

En 1936, le chimiste allemand Schrader fut le premier a synthétiser le tabun. Suivirent le sarin, le
soman et le VX respectivement synthétisés en 1938, 1944 et 1945 (Somani & Husain 2001). Du fait de
leurs propriétés incolore et inodore, du faible cofit de leur synthese et de leur mode d’action, ces agents
furent utilisés en tant qu’armes chimiques.

Les NOPs sont des esters synthétiques de 1’acide phosphonique parmi lesquels on distingue les agents
G (tabun, sarin ou soman) et les agents V dont le VX.

Les agents G sont des esters des acides fluorophosphonique et cyan-phosphonique. Ce sont des
liquides, le plus souvent inodores et incolores. De par leur propriété volatile, ces agents sont dits « non-
persistants » ; ils s’évaporent et se dispersent apres quelques heures. Ils sont dispersés sous forme
d’aérosols et peuvent agir par voie respiratoire. Ils pénetrent également facilement la peau et les
muqueuses. Le plus dangereux est le soman. En effet, le complexe soman-AChE subit une déalkylation
secondaire rapide rendant impossible la réactivation. Ce phénomene extrémement rapide est appelé
vieillissement ou « aging » et sera décrit ultérieurement dans ce manuscrit.

Le VX est un ester de I’acide thio-phosphonique. C’est un liquide trés peu volatile dont le danger est
lié a une pénétration par voie percutanée. Le VX est dit « persistant », il présente une plus grande

résistance a son hydrolyse que les agents G et peut ainsi contaminer plus longuement les milieux.

3.2- Mode d’action des neurotoxiques (pour revue, Marrs 2007)

3.2.1 - Action sur la synapse cholinergique

Le mécanisme d’action principal des NOPs consiste a bloquer la dégradation de I’ACh au niveau des
synapses cholinergiques par inhibition irréversible des cholinestérases (Sidell & Borak 1992).

Les NOPs réagissent avec I’AChE du sang (Benschop & De Jong 2001) puis au niveau de leurs tissus
cibles du SNC et du SNP (Bajgar 1991; Bardin et al. 1994). Ces composés étant particulierement
lipophiles, ils franchissent aisément toutes les barrieres biologiques. Au niveau du SNC, méme si une
faible quantité de NOPs franchit la BHE, elle suffit pour inhiber la totalité¢ de I’activité cholinestérasique
cérébrale (Blanchet et al. 1991).

L’activité anti-cholinestérasique des NOPs est due a la formation d’un complexe covalent
particulierement stable et résistant a 1’hydrolyse. L’AChE contient un site actif composé d’une triade
catalytique (Glu®*-His*"’-Ser’”) appelé site estérasique (figure 11 A). Gréce a leur radical phosphate, les
NOPs se lient au site estérasique et phosphorylent le groupement hydroxyle de la sérine présente au niveau

de la triade catalytique (figure 11 B). La liaison des NOPs a I’ AChE étant tres stable, aucune restauration
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spontanée de I’activité cholinestérasique ne peut se produire. Pour cette raison, la liaison est qualifiée
d’irréversible et peut seulement &tre détruite en présence d’oximes. Ces molécules sont responsables
d’une série de réactions permettant la séparation du NOP et de I’enzyme, processus appelé « réactivation
ou régénération » (Madsen et al. 2003). Cette réactivation consiste en un décrochement du groupement

phosphoryle situé au niveau du site actif de I’ AChE.

A B
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périphérique
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Figure 11 : A- Schéma de la structure de 1’acétylcholinestérase des mammiferes. Des études par
rayons X ont identifié un site actif situé au fond d’une gorge d’environ 20 A de profondeur. Ce site
contient une triade catalytique, une poche acyle constituée de résidus phénylalanine, un site de
liaison pour la choline et un site de liaison périphérique (d’aprés Abou-Donia 2003).

B- Schéma de I’enzyme AChE inhibée par un organophosphate (le sarin). L ’inhibition est due a la
phosphorylation du groupement hydroxyle de la sérine présente au niveau de la triade catalytique
(d’apres (Abou-Donia, 2003).

3.2.2 - Autres modes d’action des NOPs

Méme si les principaux effets des NOPs résultent de leur action anticholinestérasique, ces composés
peuvent également se lier a d’autres enzymes et ainsi moduler la transmission synaptique de différents
systemes. Ils ont également la faculté d’interagir avec les récepteurs cholinergiques.

Outre I’ AChE, les NOPs peuvent se lier a des estérases telles que des sérines peptidases, des amidases,
des protéases... L’inhibition d’au moins 70% des neuropathy-target-esterases (NTE) par les NOPs se
traduit par une neuropathie retardée, maladie caractérisée par une dégénérescence de la gaine de myéline
des axones des nerfs périphériques ainsi que de la moelle épiniere (Costa 1997). Cette maladie survient
généralement entre une et trois semaines apres une intoxication aigué€ importante (Keifer & Mahurin 1997).

La liaison des NOPs avec différents types d’enzymes conduit a la modulation des systémes
GABAergique, dopaminergique, glutamatergique et noradrénergique. Bien que cette modulation soit la
conséquence d’un effet sur le systeme cholinergique, 1’action des NOPs sur ces différents systemes

explique en partie les effets secondaires associés a ces composés.
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Enfin, les NOPs peuvent agir de facon directe sur les récepteurs cholinergiques. Le VX, a des doses
n’affectant pas I’activité cholinestérasique, interagit directement sur les récepteurs muscariniques pré-
synaptiques induisant une inhibition de la libération du GABA. Les NOPs peuvent également interagir
avec le récepteur M, cardiaque entrainant une toxicité dont la cause est encore inconnue (Sidell & Borak

1992).

3.3- Toxicité liée aux NOPs

N’étant plus hydrolysée, I’ACh est capable d’agir pendant une longue période sur ses récepteurs de
type nicotinique et muscarinique. Exacerbant ainsi les effets de ces récepteurs, une intoxication par les
NOPs induit rapidement une crise cholinergique (Dunn & Sidell 1989; Rousseau et al. 2000; Madsen et al.
2003). Celle-ci associe différents syndromes :

- le syndrome muscarinique qui fait suite & une hypersécrétion et a la contraction des muscles lisses. 1l
associe des signes oculaires avec myosis, des signes respiratoires avec hypersécrétion lacrymale, nasale et
bronchique, des signes digestifs avec spasmes gastro-intestinaux, coliques, nausées, vomissements et des
signes cardiovasculaires avec hypotension artérielle, bradycardie puis arrét cardiaque.

- le syndrome nicotinique, principalement dii a la contraction des muscles striés. Il associe des crampes
puis un affaiblissement croissant par atteinte de la plaque motrice évoluant vers la paralysie des muscles
striés et I’arrét respiratoire.

- enfin le syndrome central associe des troubles du comportement avec ataxie et des crises convulsives.

L’intoxication suite a une exposition aux NOPs peut rapidement conduire a des crises d’épilepsies
suivies de dommages cérébraux. Les anglais furent les premiers, dans les années 1970, a déterminer les

caractéristiques d’un antidote permettant de contrer cette intoxication (Layish et al. 2005).

3.4- Antidote lors d’une intoxication aux NOPs

Le principal antidote aprés une intoxication aux NOPs combine trois molécules complémentaires :
I’atropine, un antagoniste muscarinique de I’ACh (qui ne se lie pas aux récepteurs nicotiniques), une oxime
(pralidoxime, 2-PAM) pour réactiver I’AChE inhibée en favorisant la dissociation de I’agent fixé sur
I’AChE, et du diazépam (benzodiazépine) pour traiter les convulsions et prévenir les éventuels effets
centraux (Sidell 1997).

Les oximes sont des réactivateurs de cholinestérases hydrolysant non seulement la liaison NOP-AChE
mais également le neurotoxique organophosphoré. Apres liaison au niveau du site catalytique de I’enzyme
puis au NOP, elles permettent la libération de I’ AChE. Ce processus de réactivation de I’ AChE par I’oxime
n’est possible qu’au début de la liaison NOP-AChE. Des lors que la déalkylation a eu lieu, les oximes ne
sont plus efficaces. En effet, ce phénomene se traduit par I’inactivation permanente et non réversible de
I’enzyme.

La déalkylation du complexe NOP-AChE inactive de facon permanente I’enzyme qui reste

phosphorylée et donc inactive (Dunn & Sidell 1989). Plus précisément, on assiste a la perte du groupement
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alkyle de la sérine situé au niveau de la triade catalytique (Curtil & Masson 1993). Ce processus rend la
liaison avec le neurotoxique irréversible et seule la syntheése de nouvelles cholinestérases pourra permettre
d’hydrolyser ’ACh. Le temps nécessaire pour que le phénomeéne d’«aging » se produise varie selon
I’agent toxique employé (Talbot et al. 1988) ; il est de 48 heures pour le VX, varie de quelques minutes a
quelques heures pour le tabun et est approximativement de 5 heures pour le sarin (Talbot et al. 1988;
Bajgar 1991). Ce phénomene est beaucoup plus rapide pour le soman puisque seulement 2 minutes sont
nécessaires pour que 50% du complexe enzyme/soman subissent le phénomene d’« aging ».

L’« aging » étant extrémement rapide lors d’une intoxication au soman, la fenétre d’action des soldats
pour réagir apres une exposition a un neurotoxique est tres faible. Ils ont ainsi trés peu de temps pour
prendre 1’oxime ; et celle-ci méme administrée trés rapidement apres intoxication par ce composé ne serait
plus efficace (Gunderson et al. 1992; Rosenbloom et al. 2002; Madsen et al. 2003). Pour contrer cet effet,
la PB a été proposée comme traitement prophylactique. En effet cette molécule, suite a sa liaison avec
I’ AChE, la protege d’une interaction éventuelle avec le soman par un phénomene de compétition au niveau
du site de liaison. De ce fait, la PB limite I’intoxication (Bajgar 2004).

Le pré-traitement a la PB trouve un intérét lors d’intoxication au soman seul. En effet, I’antidote
composé des 3 agents (oxime, atropine, diazepam) est suffisant pour une protection contre le tabun, le sarin
et le VX puisque le complexe NOP-AChE présente dans ces cas un phénomene d’« aging » lent. Le pré-
traitement a la PB combiné a 1’atropine et a I’oxime permet de réduire la mortalité de singes males Rhésus
exposés a des doses toxiques de soman (Kluwe 1987). Dans cette étude, des animaux ayant recu une dose
intra-musculaire de soman sont comparés a des singes intoxiqués recevant 1’antidote (atropine, 0,4 mg/kg,
im ; 2-PAM, 25,7 mg/kg, im.). Afin d’évaluer ’intérét du pré-traitement, un troisieme groupe d’animaux
recevant de la PB (1,2 mg/kg, p.o, 3 fois par jour pendant 2 jours) est constitué. L’intoxication au soman
est réalisée 5 heures apres la derniere prise de PB puis I’antidote immédiatement administré. La dose 1étale
(DL) 50, correspondant a la dose nécessaire pour induire la mort de 50% des animaux intoxiqués, est alors
déterminée ; les valeurs sont résumées dans le tableau 5. Cette étude montre I’efficacité du pré-traitement
associé a I’antidote puisque la DL50 est augmentée d’un facteur 40 par rapport au groupe contrdle et d’un

facteur 25 par rapport au groupe recevant I’antidote seul.

Groupe DL50 (ug/kg) IC 95%

Contrdle 15,3 13,7-17,1

Atropine + 2-PAM 25,1 22-28.8
Pré-traitement PB + atropine + 2-PAM >617

Tableau S : effet du pré-traitement a la PB et du traitement post-exposition constitué de 1’atropine et de 2-
PAM sur la Dose Létale 50 (DL50) chez des singes males Rhésus exposés au soman. (2-PAM, 2-pyridine
aldoxime methyl chloride). L’intervalle de confiance (IC) est également présenté.
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Le traitement prophylactique constitué de la prise de PB permet donc de protéger I’ AChE contre une
inhibition irréversible par le soman. Cependant lors d’un conflit, il est impossible de prédire quel NOP

pourrait étre utilisé ; de ce fait I’utilisation prophylactique de la PB a été décidée lors de conflits armés.

3.5- Traitement prophyvlactique par la PB

La décision d’utiliser la PB en traitement prophylactique contre une éventuelle intoxication aux NOPs
était basée sur les stocks de ces armes chimiques. Pendant la « guerre froide », pas moins de 23 nations ont
révélé posséder des NOPs alors que leur utilisation est interdite par la Convention de Geneve de 1925 et
par la Convention d’interdiction d’utilisation d’armes bactériologiques et biologiques de 1972.

3.5.1 - Mode d’action de la PB

En présence d’un neurotoxique, seul le pré-traitement a la PB suivi de I’administration de 1’antidote
permet une restauration de I’activité AChE. En effet, la PB est un carbamate qui se lie a I’AChE et I’inhibe
de la méme facon que les NOPs. De ce fait, pendant son inhibition par la PB, le site catalytique de
I’enzyme n’est plus disponible pour fixer 1’organophosphoré. L’enzyme est ainsi protégée d’une liaison
éventuelle avec les NOPs et donc de son inhibition irréversible. Suite a son inhibition par la PB, I’AChE
redevient fonctionnelle au bout de quelques heures par décarbamylation ou hydrolyse spontanée de la
liaison PB-AChE. Suite & la décarbamylation, I’ AChE est réactivée par la combinaison de ’atropine et de
I’ oxime.

Le pourcentage d’inhibition de I’AChE par la PB doit étre suffisamment élevé pour observer une
bonne efficacité du pré-traitement ; cependant il est également nécessaire de tenir compte des effets
secondaires liés a la prise de PB. Une inhibition entre 20 et 40% de I’ AChE sanguine permet de maintenir
une protection suffisante pour parer a une éventuelle intoxication au soman, tout en limitant les effets
secondaires liés a I’utilisation de la PB (van Haaren et al. 1999). Une étude a par ailleurs démontré que
30 mg de PB délivrés toutes les huit heures permet d’atteindre ce pourcentage d’inhibition (Dunn et al.
1997). 1l est cependant a noter que le maximum d’efficacité prophylactique est atteint apres la troisiéme
prise, c'est-a-dire apres 24h.

Des les premiers signes d’intoxication, le traitement a la PB doit €tre arrété et 1’antidote constitué
d’atropine, de pralidoxime et de diazépam donné immédiatement.

3.5.2 - Effets secondaires li€s au pré-traitement

En tant qu’anticholinestérasique, la PB présente des effets secondaires dus a la réponse exacerbée des
récepteurs cholinergiques. Les principales études réalisées ont été menées sur des vétérans de la premiere
guerre du Golfe.

Parmi les effets muscariniques décrits par les vétérans, on distingue les troubles gastro-intestinaux

(crampes abdominales, diarrhées, vomissements, nausées), une augmentation des sécrétions bronchiques et
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lacrymales ainsi que des céphalées et une incontinence urinaire (Cook et al. 2001; Cook et al. 2002;
Madsen et al. 2003).

Les effets nicotiniques se traduisent par des crampes et contractions musculaires, tremblements et
difficultés de concentration (Keeler et al. 1991; Sharabi et al. 1991).

Au niveau du SNC, la PB est dépourvue d’effets secondaires. En conditions normales, la présence de
son ammonium quaternaire empéche la molécule de pénétrer dans le cerveau via sa diffusion par la BHE
(Dunn et al. 1997). La PB administrée a des doses variant de 30 2 60 mg toutes les huit heures n’affecte ni
les fonctions cognitives ni les fonctions psychomotrices (Izraeli et al. 1990; Forster et al. 1994; Cook et al.
2002).

Ne traversant pas les membranes biologiques, la PB ne permet donc pas une protection efficace du
SNC lors d’une intoxication par les NOPs. Dans le but de protéger I’AChE cérébrale, 1’utilisation d’un
autre carbamate a été envisagée. La physostigmine, autre anticholinestérasique réversible, posséde en effet
la faculté de traverser la BHE. Cette molécule est par ailleurs plus protectrice que la PB contre les effets
déléteres du soman et du sarin chez les rongeurs (Solana 1991). La physostigmine aurait ainsi constitué un
solide candidat pour le traitement prophylactique lors de conflits armés. Cependant elle présente plusieurs
inconvénients majeurs tels qu’un temps de demi-vie in vivo trop court (22 min chez ’Homme sain apres
administration orale, Somani & Husain 2001) et des effets secondaires apparaissant a des doses nécessaires
pour une protection optimale. De ce fait la PB reste la molécule de choix pour un traitement
prophylactique. C’est donc I’étude du métabolisme de la PB qui a permis le choix de cette molécule

comme traitement contre la myasthénie mais également comme traitement prophylactique.

4) Pharmacocinétique de la PB

La pharmacocinétique de la PB a été étudiée chez de nombreuses especes de rongeurs (rat, souris,
cochon d’inde) et également chez le chien, le singe et I’'Homme. Différentes voies d’administration ont été
étudiées : intra-musculaire, intra-veineuse, intra-péritonéale, sous-cutanée et orale (Zhao et al. 2006).

Les principales études menées ont évalué les parametres liés a 1’absorption de la molécule, sa distribution,
son métabolisme et son excrétion grice i I'utilisation de PB marquée au '*C au niveau du groupement

méthyle de son ammonium quaternaire.

4.1- Absorption de la PB

N

Suite a une administration orale, la PB n’est que faiblement absorbée au niveau du tractus gastro-
intestinal. En effet, la présence de son ammonium quaternaire polarise la PB et rend difficile son passage a
travers les membranes biologiques. En raison de cette faible absorption intestinale, chez I’Homme, la dose
nécessaire lors d’une administration orale doit étre 30 fois supérieure a la dose d’une administration

intraveineuse pour produire le méme effet (Sorensen et al. 1984).
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4.2- Distribution

La PB est largement distribuée dans l’organisme et présente ainsi de nombreux sites d’action
(Aquilonius & Hartvig 1986; Marino et al. 1998).

Apres administration intra-musculaire (Birtley et al. 1966) ou orale (McEvoy 1991) de PB
radiomarquée chez le Rat, la radioactivité est détectée au niveau de nombreux tissus tels que le ceeur, les
muscles squelettiques, les poumons, la peau et la rate. Par contre, aucune radioactivité n’est observée au
niveau du cerveau, du thymus ni des corps graisseux.

L’analyse de I’activité AChE cérébrale montre que la PB n’est pas détectable au niveau du cerveau que
ce soit suite a son administration intramusculaire (Birtley et al. 1966), sous-cutanée (Lallement 1998),
orale (Sinton et al. 2000) ou intra-péritonéale (Chaney et al. 2000; Grauer et al. 2000). Par contre, certaines
études montrent que la PB peut traverser le placenta (Roberts et al. 1970; Cook et al. 1992; Madsen et al.
2003).

4.3- Accumulation de la PB dans les tissus

Chez des Rats ayant recu de la PB marquée par voie sous-cutanée deux fois par jour pendant 16 jours,
76% de la dose est excrétée dans les urines sous forme inchangée ou de métabolites et 7% dans les féces.
Ceci montre 1’accumulation de la PB et/ou de ses métabolites dans les tissus (Somani & Anderson 1977).
Afin d’identifier ces sites de stockage, une étude complémentaire a été conduite. Les rats ont été sacrifiés a
différents temps et plusieurs tissus analysés (poumon, muscle, cceur, foie, rein). Le principal site de
stockage de la PB identifié¢ est le tissu cartilagineux puisque sa concentration en PB augmente apres
administration répétée de la PB (Somani 1983).

Les auteurs soulignent la difficulté d’extraire et d’analyser la PB a partir d’échantillons biologiques. En
effet ce composé, stable en milieu acide a 25°C et 70°C pendant 3 heures, est rapidement dégradé dans un

milieu aqueux présentant un pH élevé (> 8,5) (Aquilonius & Hartvig 1986; Zhao et al. 2006).

4.4- Métabolisme de la PB
4.4.1 - Chez le Rat

Apres son administration orale, 1a PB est faiblement absorbée et est métabolisée en dérivés éliminés en
majorité par les reins. La PB est principalement métabolisée par la BuChE plasmatique (Abu-Qare &
Abou-Donia 2001) ainsi que par les enzymes hépatiques. Dans un premier temps, la PB se lie sur la
cholinestérase (AChE ou BuChE) et I’inhibe. Puis, le complexe PB-AChE subit une décarbamylation
entrainant la dissociation des deux molécules et la restauration de 1’activité enzymatique. L’enzyme est
alors capable d’hydrolyser la PB.

La PB est essentiellement hydrolysée dans le foie (Somani 1997; Abu-Qare & Abou-Donia 2008) en
son principal métabolite : le 3-hydroxy-N-methyl-pyridinium (3-HMP, figure 12). Si, en 1986, Aquilonius
n’a démontré aucune activité biologique a ce composé, il semble pourtant que le 3-HMP soit un

antagoniste cholinergique inhibant également I’AChE (Lee et al. 1992; Yanaura et al. 1993). D’autres
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métabolites ont également été détectés dans le plasma ainsi que dans les urines (Somani et al. 1972; Taylor

et al. 1991) ; aucune activité biologique spécifique ne leur a été attribuée.

H3C\ cholinestérases "

Hydrolyse par les HaC. AT
J’ ‘N:\

) \ C|) O < »—on [ er
. ! r
<\ )—0—C—N Br { / ‘

7 CH,

Bromure de PB Bromure de 3-Hydroxy-N-méthyl pyridinium

Figure 12: schéma de I’hydrolyse du bromure de PB formant son principal
métabolite : le 3-hydroxy-N-méthyl-pyridinium bromide ou 3-HMP.

4.4.2 - Chez I’Homme

Le métabolisme de la PB a principalement été étudié chez des patients myasthéniques (Kornfeld et al.
1970; Somani et al. 1972). Le foie semble étre le principal site du métabolisme de la PB et tout comme
chez I’animal, la PB est métabolisée en 3-HMP. Ces deux composés sont éliminés dans les urines

(Kornfeld et al. 1970; Somani et al. 1972; Somani 1983).

4.5- Excrétion
Chez I’Homme ou chez le Rat, différentes études ont montré que les reins participent a I’excrétion de
la majorité de la PB et de son métabolite principal, le 36HMP (Kornfeld et al. 1970; Somani 1983;
Aquilonius & Hartvig 1986; Madsen et al. 2003).
4.5.1 - Chez le Rat

L’administration de PB par voie orale (gavage) (500 pg, Husain et al. 1968) ou par voie intra-
musculaire (100 pg, Birtley et al. 1966) permet de montrer que la PB est principalement excrétée par les
urines. L’excrétion maximale se produit entre 1 et 3 heures aprés administration. En 24 heures, la PB est
principalement excrétée dans les urines (essentiellement sous forme de PB non métabolisée) (Husain et al.
1968).

4.5.2 - Chez I’'Homme

Chez I’Homme, la pharmacocinétique de la PB a été étudiée chez des insuffisants rénaux (Cronnelly et
al. 1980). Suite a une transplantation rénale, la cinétique d’élimination de la PB (0,35 mg/kg par
minipompe) est similaire a celle des volontaires sains (demi-vie d’élimination = 112 + 12 min). Chez les
patients présentant des atteintes rénales séveres, le temps d’élimination est plus long (demi-vie

d’élimination = 379 + 162 min).
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4.6- Tableau récapitulatif

Le tableau 6 présente un récapitulatif des données obtenues lors des différentes études précédemment
citées et conduites chez le Rat, chez le volontaire sain ou myasthénique et chez les insuffisants rénaux. Ces
différents travaux montrent que la demi-vie d’élimination de la molécule dépend de I’espece étudiée, ainsi

que de la posologie et la voie d’administration choisies pour le traitement par la PB.

Voie T Concentration
Espéce Dose de PB e e e vz plasmatique Source
d’administration  plasmatique .
maximale
0,5-2 umol/kg v 24 min (Yamamoto et al. 1995)
Rat
0,056 mg/kg ™M 25 min (Meyer et al. 1988)
4 mg v 97 min 6,7 2,1 mg/ml.  (Breyer-Pfaff et al. 1985)
60 mg orale 200 min 20-100 mg/mL  (Breyer-Pfaff et al. 1985)
Homme sain 2,5 mg v 112 min (Aquilonius et al. 1980)
120 mg orale 138 min (Aquilonius et al. 1980)
0,35 mg/kg v 112 min 700-1800 mg/mL (Cronnelly et al. 1980)
Homme
présentant des .
dysfonctions 0,35 mg/kg v 379 min (Cronnelly et al. 1980)
rénales séveres
! . ) (Aquilonius & Hartvig
Patients 60 mg orale 30-90 min 40-60 mg/mL 1986)
myasthéniques 180- orale 90 min 180 mg/mL (Sorensen et al. 1984)

1440 mg/24h

Tableau 6 : données pharmacocinétiques obtenues chez le Rat et I’Homme pour différentes doses de PB et
différentes voies d’administration : intra-veineuse (IV), orale ou intra-musculaire (IM).

La pharmacocinétique et le mode d'action du bromure de pyridostigmine ont été largement étudiés.
Aucun effet secondaire au niveau du SNC n’a été relevé dans le traitement de la myasthénie grave, depuis
le début de son utilisation en 1955. En effet, sa polarité empécherait la PB de pénétrer au niveau cérébral.
Toutefois les enquétes épidémiologiques réalisées sur les vétérans de la premiere guerre du Golfe remettent
en cause son innocuité a long terme, en particulier lorsque son administration a été associée a des agents
rencontrés en conditions opérationnelles : insecticides, pesticides, stress... Ces données doivent étre étayées
par des études expérimentales. Toutefois, la prescription de pyridostigmine comme mesure prophylactique
en cas de menace chimique ne peut, a l'heure actuelle, étre remise en cause particulierement en cas de
dispersion de soman. Il est, par conséquent, nécessaire d'enrichir les études concernant la

pharmacovigilance de la molécule.
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CHAPITRE III : Physiologie du stress

La notion de stress est difficile a définir. D’un point de vue biologique, le stress est la réponse de
I’organisme a toute sollicitation qui lui est faite. Considéré comme une réaction d’adaptation de
I’organisme pour maintenir I’homéostasie, il s’agit d’une activation de 1’ensemble de 1’organisme face a
une situation nouvelle ou menacante. Il est nécessaire de bien différencier le stresseur (la cause, le
stimulus), du stress (la réaction de 1’organisme) et de ses conséquences (maladie, anxiété, irritation).

A ses débuts, le concept de stress était limité a ’idée d’une suite de réactions biologiques. Il a évolué
avec les diverses théories scientifiques qui ont tenté de le développer, pour devenir actuellement une notion
plus large, interactive entre 1’individu et 1’environnement. C’est 2 la fin du 19°™ siécle que les premicres
études sur le stress, qui ne portait pas encore ce nom, ont commencé. En 1868, le physiologiste frangais
Claude Bernard (1813-1878) introduit la distinction entre le milieu intérieur intra-organique et le milieu
extérieur extra-organique, entre lesquels il existe des rapports nécessaires d’échanges et d’équilibre. Selon
lui, toutes les réactions d’un sujet n’ont qu’un but : celui de maintenir les constances du milieu intérieur.
Ce concept a été développé, au début du 20°™ siecle, par le neurophysiologiste américain Walter Cannon
dans son ouvrage « The Widstom of the body ». Il y décrit les mécanismes régissant cette constance
corporelle, qu’il dénomme «homéostasie » signifiant « tendance des corps vivants a stabiliser leur
organisme ». Il est alors le premier a employer le mot « stress » pour désigner les agressions susceptibles
de perturber I’homéostasie (Cannon 1929). Il définit cette notion comme une fonction fondamentale
assurée par un ensemble de processus dynamiques visant au maintien du milieu interne.

Ce n’est qu’en 1963 que I’endocrinologue canadien Hans Selye (1907-1983) utilise le terme « stress »
en médecine. Dans son ouvrage « stress of life », il décrit le stress comme une réponse défensive d’alarme
émanant d’un organisme menacé. A partir de nombreuses expérimentations sur les rats, il élabore la
premiere théorie complete du « stress » médical. « Le stress est indispensable a la vie et I’absence totale de
stress, c’est la mort » (Selye 1973). Cette phrase traduit la connotation négative du stress (les conséquences
déléteres du stress inadapté ou « distress ») mais également positive (la réponse adaptée de 1’organisme ou
« eustress »). Le concept de stress a donc évolué et changé de signification au cours des années, de cause
déclenchante avec Cannon, il devient effet consécutif avec Selye. Selon lui, le stress est « une réponse non
spécifique que donne le corps a toute demande qui lui est faite » qu’il baptise «syndrome général
d’adaptation » (Selye 1936; Selye 1950). L’endocrinologue met en exergue I’implication d’un systéme
composé de 1’hypothalamus, de ’hypophyse et des glandes surrénales : 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (axe HPA). Aujourd’hui, on admet que cet axe n’est pas le seul impliqué dans la réponse au
stress : les systemes nerveux sympathique et parasympathique, le systéme immunitaire et certaines

structures du cerveau font également partie intégrante de cette réponse au stress.
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Apres avoir évoqué les différentes définitions attribuées au terme « stress », nous présenterons sa
symptomatologie et les différentes réponses neuroendocrines qu’il induit. Par la suite, nous nous

intéresserons aux divers comportements et aux différentes expressions géniques affectées par le stress.

1) Définition du stress

Etymologiquement, le mot « stress » provient du latin « stringere » qui signifie « mettre sous tension ».
Au regard des définitions habituelles, une ambiguité apparait quant au sens propre du terme de stress. En
effet se réfere-t-il a ’agent inducteur ou a I’état induit ?

Différentes définitions entrevoient le « stress » comme la situation subie par 1’organisme. Ainsi, selon
I’encyclopédie Encarta, il s’agit « d’un agent ou processus physique, chimique, émotionnel qui s’exerce sur
I’organisme et provoque une agression ou une tension pouvant devenir pathologique ». Le « stress »
correspond, pour le Flammarion Médecine, « a une agression contre un organisme vivant ; il s’agirait des
réactions biologiques et psychologiques d’un organisme face a une situation nouvelle de quelque origine
qu’elle soit, dangereuse ou agréable ».

Cependant d’autres définitions données au mot « stress » décrivent la réaction de I’organisme a une
situation. Selon I’encyclopédie Universalis, le « stress » désigne « une réaction de 1’organisme a un agent
d’agression ou a un traumatisme quelconque ». Ce méme terme est défini, par le dictionnaire Larousse,
comme « une réponse de 1’organisme aux facteurs d’agressions physiologiques et psychologiques ainsi

qu’aux émotions (agréables ou désagréables) qui nécessitent une adaptation ».

2) Symptomatologie du stress

Hans Selye introduit le concept de stress en proposant une étroite collaboration entre le systeme
nerveux sympathique et les glandes surrénales dans la réponse au stress (Selye 1936). Cette réponse non
spécifique de I’organisme est appelée, des 1950, « syndrome général d’adaptation » ou SGA et évolue,
dans le temps, en trois phases : ’alarme, la résistance et I’épuisement. La phase d’alarme correspond a
I’ensemble des réponses de 1’organisme a une perturbation soudaine. Il s’agit d’une réaction biologique
initiale de courte durée (catabolisme, hypoglycémie, sécrétion catécholaminergique surrénalienne). La
phase de résistance correspond a la mobilisation de processus physiologiques permettant de résister
(anabolisme, sécrétion de glucocorticoides) dans le cas ou la perturbation perdurerait. Si le stresseur
persiste trop longtemps, survient la phase d’épuisement ; I’organisme n’est alors plus capable de s’adapter.
S’ensuivent de nombreuses complications du stress, souvent caractérisées par des maladies inflammatoires.

Il n’est pas nécessaire que ces trois phases interviennent pour que 1’on puisse parler de SGA.

2.1- La réaction d’alarme

Pendant cette premiere phase, 1’organisme va tout faire pour s’adapter a la nouvelle situation. C’est la
réaction de stress proprement dite, identique quel que soit I’agent inducteur. Seule son intensité varie. Cette

phase peut durer de quelques minutes a 24 heures.
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Par le biais du systéme nerveux sympathique, I’hypothalamus stimule les glandes médullo-surrénales,
déclenchant alors la sécrétion d’adrénaline et de noradrénaline. Ces hormones provoquent une
augmentation de la pression artérielle, I’accélération du rythme cardiaque et I’augmentation de la glycémie.
Elles ont pour but immédiat de mobiliser les stocks d’énergie par des procédés de lipolyse (destruction des
graisses) et glycogénolyse (mise en circulation du glycogene de réserve), dans le but de fournir une énergie
suffisante aux muscles. Parallelement a cette hyperactivation, les fonctions qui n’ont aucun rdle dans la
réponse au stress sont mises au repos. Les hormones sexuelles et thyroidiennes sont ainsi inhibées.

En conclusion, la production de catécholamines par les glandes médullo-surrénales vise la
mobilisation puis la dépense d’énergie dans une réaction d’urgence a court terme favorisant la fuite ou la

lutte en permettant aux muscles d’accroitre leur fonctionnement.

2.2- La réaction de résistance

Cette deuxieme phase constitue 1’ensemble des réactions non spécifiques provoquées par un agent
stressant qui persiste et auquel 1’organisme s’est adapté au cours de la phase précédente. La phase d’alarme
est tres coliteuse pour I’organisme qui se doit de compenser les pertes d’énergie. L’ organisme entame alors
une phase de résistance afin de rassembler des ressources pour retrouver un nouvel équilibre. A ce stade, le
stress est encore considéré comme bénéfique pour I’ organisme.

Au niveau neuro-endocrinien, cette phase s’explique par I’activité de I’axe HPA, sollicité des la phase

d’alarme. La sécrétion de CRF (corticotrophin releasing factor) par les noyaux antérieurs et latéraux de
I’hypothalamus induit la production d’ACTH par le lobe antérieur de I’hypophyse.
La quantit¢t d’ACTH dans le sang va moduler, quant a elle, la sécrétion hormonale par les
corticosurrénales. Ainsi sont libérés (i) des glucocorticoides destinés a cataboliser les réserves d’énergie
sous forme d’hydrate de carbone; (ii) des minéralocorticoides qui interviennent dans I’homéostasie
ionique en favorisant par exemple la conservation du sodium dans le sang. Ces deux hormones ont, comme
I’adrénaline et la noradrénaline, la faculté de stimuler la synthése de glucose et son absorption par les
cellules. Parallelement a I’action du CRF et de I’ACTH, elles inhibent certaines fonctions consommatrices
d’énergie, comme la croissance ou la reproduction. Enfin, elles jouent un réle trés important dans
I’autorégulation du stress : en bloquant la synthese de CRF et d’ACTH, les glucocorticoides limitent leur
propre production. On assiste alors a une boucle de rétrocontréle. Ces hormones ont également la faculté
d’inhiber I’immunité.

Les glucocorticoides et les catécholamines constituent les principales hormones du stress. Cependant
les cytokines pro et anti-inflammatoires sont également impliquées dans la réponse au stress (McEwen
2008). Ces cytokines sont produites par de nombreuses cellules et sont également régulées par les
glucocorticoides et les catécholamines. En effet, les catécholamines semblent augmenter la production de

cytokines pro-inflammatoires tandis que les glucocorticoides ’inhiberaient (Sapolsky et al. 2000). Le
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concept méme de D’allostasie traduit donc I’existence de multiples interactions entre ces différents

médiateurs.

2.3- La phase d’épuisement

Elle marque la fin de la période de résistance avec épuisement des ressources et abandon de 1’effort si
le stress perdure trop longtemps. L’organisme n’est alors plus a méme de pouvoir s’adapter a ce qui lui est
demandé ; il est incapable de compenser les pertes d’énergie, les défenses immunitaires faiblissent et
rendent 1’organisme plus sensible aux agressions externes. L’épuisement se caractérise par un retour a la
phase initiale de choc mais cette fois les phénomenes d’épuisement I’emportent sur la défense active et
peuvent conduire jusqu’a la maladie ou a la mort. Le SGA a donc ses limites, des limites physiologiques
qui font que I’organisme ne peut pas aller au-dela de ses capacités.

Quel que soit le stresseur, il existe une réponse neuro-endocrinienne de 1’organisme participant a son
adaptation aux diverses modifications de 1’homéostasie. De la perception du danger a la sécrétion
d’hormones préparant I’organisme a y faire face, la réponse met successivement en jeu différentes
composantes : (i) le systeme nerveux autonome, (ii) I’hypothalamus, (iii) I’hypophyse et (iv) les glandes
surrénales. Ces trois derniéres structures constituent 1’axe HPA. Une boucle de rétrocontrdle négatif est

formée entre elles dans laquelle I’exces de glucocorticoides produits active les récepteurs du cerveau et

inhibe la production de CRF et d’ACTH.

3) Composante neuroendocrine du stress

3.1- Le systeme nerveux autonome

Le systtme nerveux autonome est responsable de la régulation des différentes fonctions internes
(cardiovasculaire, pulmonaire, rénale, digestive...) de 1’organisme. Ces fonctions internes ont pour rdle
d’assurer I’homéostasie de I’organisme et de lui permettre ainsi I’adaptation a tout changement. Le terme
« autonome » indique que cette régulation s’opere inconsciemment. Le systeme nerveux autonome possede
deux composantes desservant généralement les mémes organes : le systeme nerveux sympathique et le
systéme nerveux parasympathique.

Au niveau du systéme nerveux autonome, les neurones innervent les cellules des muscles lisses, du
muscle cardiaque, des structures glandulaires et des cellules qui posseédent des fonctions immunitaires. La
subdivision en sympathique et parasympathique repose sur des considérations anatomiques et
physiologiques. Ces deux sous-ensembles permettent une double innervation par des fibres nerveuses, aux

actions opposées, qui aboutit a I’existence d’un contrdle tres précis de I’organe effecteur (figure 13).
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Figure 13: schéma des deux composantes du syst¢tme nerveux autonome : le systeme sympathique

et le systeme parasympathique (d’apres www.tpe.walrey.fr/cerveau).

3.1.1 - Le systeme sympathique

Dans I’ensemble des actions, le sympathique aide 1’organisme a s’adapter & un environnement qui peut
apparaitre comme délétere ; il est alors mis en jeu dans des situations d’urgences ou d’émotions fortes,
comme la peur ou la colere. 1l est responsable du contrdle d’un grand nombre de fonctions involontaires de
I’organisme telles que le rythme cardiaque ou la contraction des muscles lisses. Il exerce ses effets sur les
cellules et organes cibles essentiellement via les catécholamines. Il fonctionne sur un modele a deux
neurones : un neurone pré-ganglionnaire (dont le corps cellulaire est localisé dans la moelle épinicre
dorsale ou lombaire) fait synapse avec un neurone post-ganglionnaire (dont le corps cellulaire est localisé
dans un ganglion) qui lui-méme innerve le tissu cible. Le neurotransmetteur des neurones pré-
ganglionnaires est 'ACh, tandis que celui des neurones post-ganglionnaires est en général la noradrénaline.
Le systeme sympathique innerve, en particulier, les glandes médullo-surrénales.

3.1.2 - Le systéme parasympathique

Les fibres nerveuses du systeme parasympathique prennent leur origine dans les nerfs criniens (nerfs

III, VIL, IX et X) et de la moelle épiniere. Le systeme parasympathique contrdle les activités involontaires
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des organes, des glandes et des vaisseaux sanguins ; ses effets sont le plus souvent opposés a ceux du
systeme nerveux sympathique. Le systtme parasympathique est responsable du ralentissement de la
fréquence cardiaque (cardio-modérateur), de 'augmentation des sécrétions digestives et de la mobilité du
tractus gastro-intestinal. Comme le systeme sympathique, il fonctionne sur un modele a deux neurones. Le
neurotransmetteur des fibres pré et post-ganglionnaires parasympathiques est toujours I’ ACh.

Suite a un stresseur, les systémes sympathique et parasympathique activent I’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien.

3.2- L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe HPA)

L’une des particularités de cet axe est I’existence d’interactions entre 1’hypothalamus, le lobe antérieur
de I’hypophyse (adénohypophyse) et la glande surrénale (plus particulierement le cortex surrénalien qui
sécrete le cortisol (corticostérone chez les animaux)) (figure 14). Ces interactions constituent I’axe HPA,
partie importante du systeéme neuroendocrine, contrdlant les réponses au stress et régulant de nombreux

processus biologiques.

Te— _.L Neurosécrétion
Eminence _ \Eg(Pr'cHF _ 7
médiane -
Systéme porte |} \
hypothalamo-
hypophy sajre/

- Hypophyse
postérieure

Hypophyse )
antérieure

Glucocorticoides

Figure 14 : représentation schématique de 1’axe HPA (d’apres Buckingham 2006).
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Il existe deux types de systemes hypothalamo-hypophysaires :
- le premier associe la zone parvocellulaire du noyau hypothalamique paraventriculaire (PVN) et le
lobe antérieur de I’hypohyse : c’est la portion hypothalamo-antéhypophysaire
- le second dit hypothalamo-neurohypophysaire comprend la zone magnocellulaire du PVN, le
noyau supra-optique (SON) et le lobe postérieur de I’hypophyse.
Ces deux systetmes se différencient par le fait que les connexions entre I’hypothalamus et
I’adénohypophyse sont vasculaires alors que celles reliant I’hypothalamus a la neurohypophyse sont
nerveuses. L hypophyse antérieure est influencée par les facteurs hypothalamiques via le systeme porte.

L’hypophyse postérieure est le lieu de terminaison des axones de 1’hypothalamus antérieur.

3.2.1 - Le systeme hypothalamo-antéhypophysaire

Les neurones de la zone parvocellulaire du PVN de I’hypothalamus projettent leurs axones au niveau
de I’éminence médiane vers [’hypophyse antérieure. La vascularisation entre 1’hypothalamus et
I’hypophyse antérieure est réalisée par le systeéme porte hypothalamo-hypophysaire.

Sous I’effet d’un stresseur, I’hypothalamus est stimulé au niveau des noyaux PVN. Les neurones de
ces noyaux, possédant des propriétés neurosécrétoires, sécretent alors deux neuropeptides que sont le
corticotropin-releasing factor (CRF) et la vasopressine (AVP) qui pénetrent dans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire (Spiess et al. 1981; Smith & Vale 2006; Kolber et al. 2008). Le CRF stimule
les cellules corticotropes de 1’ante-hypophyse (3 a 10% de la quantité totale des cellules) par des récepteurs
spécifiques au CRF de type I, récepteurs couplés aux protéines G dont la signalisation implique I’AMPc
(Jacobson 2005). L’ AVP potentialise 1’effet du CRF par I’intermédiaire des récepteurs a vasopressine Vy,
(Lupien & McEwen 1997; Engelmann et al. 2004; Ing 2005; Smith & Vale 2006).

En réponse a la liaison du CRF ou de I’AVP sur leurs récepteurs, les cellules corticotropes synthétisent
la POMC (pro-opiomélanocortine) (DeBold et al. 1983), polypeptide de 241 acides aminés (AA). Celle-ci
subit alors plusieurs clivages conduisant a la formation d’hormone adrénocorticotrope (ACTH), un peptide
de 39 AA, d’endorphines et d’hormone mélanostimulante (MSH). Ces différentes substances sont co-
sécrétées et la MSH parait avoir un rdle potentialisateur de 1’effet de I’ACTH sur le cortex surrénalien. La
liaison de ’ACTH sur les récepteurs situés au niveau du cortex surrénalien provoque la libération de
glucocorticoides.

3.2.2 - Le systeme hypothalamo-neurohypophysaire

Comme précisé précédemment, il comprend la zone magnocellulaire du PVN et du noyau supra-
optique (SON) dont les neurones se projettent au niveau du lobe postérieur de I’hypophyse via I’éminence
médiane. Comme les noyaux PVN, les noyaux SON de I’hypothalamus synthétisent I’ocytocine et la
vasopressine. Ces deux hormones, stockées dans des granules sécrétoires, circulent par les axones

hypothalamiques vers le lobe postérieur de 1’hypophyse. Lorsqu’un stimulus nerveux parvient a ces
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noyaux, les granules liberent leur contenu dans 1’hypophyse postérieure et les hormones pénetrent dans le
systeme sanguin. Outre le CRF, la vasopressine et I’ocytocine peuvent donc directement stimuler la
libération d’ACTH mais également agir en synergie avec le CRF afin de potentialiser la libération d’ACTH
(Liu et al. 1983; Link et al. 1992).

Ces deux hormones peuvent atteindre I’hypophyse antérieure par deux voies circulantes. La premiere,
I’éminence médiane, constitue une voie commune au transport de I’AVP et du CRF sécrétés par les
neurones parvocellulaires. La seconde correspond & une voie portale plus courte reliant I’hypophyse
antérieure et postérieure. L’ AVP et I’ocytocine libérées au sein des noyaux hypothalamiques inhibent les
neurones parvocellulaires et magnocellulaires du PVN et du SON (Engelmann et al. 2004), permettant une
action modulatrice de la sécrétion d’ACTH et de cortisol.

3.2.3 - Le systeme hypophyso-corticosurrénalien

Les glandes surrénales sont deux glandes endocrines situées au-dessus de chaque rein. Elles sont
principalement responsables de la gestion des situations stressantes (via la syntheése de corticostéroides et
de catécholamines) et de ’homéostasie hydro-sodée (via la synthese d’aldostérone). Elles sont divisées en
deux structures distinctes :

- la médullo-surrénale : principale source corporelle d’hormones du groupe des catécholamines. Elle

sécrete I’adrénaline et la noradrénaline, composantes circulantes de 1’activation sympathique ;

- la cortico-surrénale sécrete les hormones stéroidiennes selon la zone stimulée. De 1’extérieur vers
Pintérieur, on distingue: (i) la zone glomérulée synthétisant principalement les
minéralocorticoides (aldostérone) ; (ii) la zone fasciculée synthétisant les hormones corticoides
(cortisol chez ’'Homme et corticostérone chez le Rat) et (iii) la zone réticulée synthétisant les
hormones androgenes (déhydroépiandrostérone) et sexuelles (testostérone chez I’homme et

oestrogene et progestérone chez la femme).

L’ ACTH hypophysaire véhiculée par la circulation sanguine périphérique jusqu’aux glandes surrénales
se lie aux récepteurs mélanocortine de type 2 présents dans la corticosurrénale, stimulant ainsi la
stéroidogenese par la voie de I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Smith & Vale 2006).

En résumé, 1’axe HPA représente une chaine d’amplification d’un facteur mille a un million a chaque
étage (picomole de CRF, micromole d’ACTH et millimole de glucocorticoides). Les glucocorticoides sont
les effecteurs terminaux de 1’axe. Ils régulent les fonctions métaboliques, cardio-vasculaires, immunitaires,
reproductrices, comportementales et cognitives (Lupien & McEwen 1997). IIs exercent également un rétro-

contrdle inhibiteur a tous les étages de 1’axe HPA (figure 15).
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Figure 15 : représentation schématique de la structure de 1’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien
(d’apres Watts 2005).

3.3- Les glucocorticoides

Libérés au cours du stress par les glandes surrénales, les glucocorticoides présentent de nombreuses
fonctions : réponse a un évenement stressant, effets anti-inflammatoires et immunosuppresseurs,

antipyrétiques, analgésiques (Ashwell et al. 2000; Sapolsky et al. 2000).

3.3.1 - Les récepteurs intracellulaires aux glucocorticoides

Les glucocorticoides peuvent se lier a deux types de récepteurs, les récepteurs dits de type 1 ou
récepteurs aux minéralocorticoides, MR (Gerlach & McEwen 1972) et les récepteurs de type 2 ou
récepteurs aux glucocorticoides, GR (Reul & de Kloet 1985). Ces deux types de récepteurs appartiennent a
la famille des récepteurs hormonaux nucléaires. Ils partagent une structure composée de trois domaines :
(i) un domaine N-terminal activant les genes cibles en interagissant avec d’autres facteurs de transcription ;
(i1) un domaine central en « doigt de zinc » constituant le domaine de liaison a I’ADN et participant a la
dimérisation des récepteurs, a la translocation nucléaire grace a la séquence de localisation nucléaire (NLS)

et a la transactivation ; (iii) un domaine C-terminal de liaison au ligand contenant aussi des séquences de
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liaison aux protéines de choc thermique, de translocation nucléaire, de dimérisation et de transactivation

(Bamberger et al. 1996; van der Laan & Meijer 2008).

Les GR sont principalement exprimés dans les tissus périphériques et au niveau de certaines régions
cérébrales : cortex, amygdale, hippocampe, septum, thalamus, hypothalamus, hippocampe, cervelet, locus
coeruleus, noyau dorsal du raphé. Les MR sont généralement restreints aux tissus périphériques cibles des
minéralocorticoides (reins) et a certaines régions cérébrales dont 1’hippocampe, le septum latéral et
I’hypothalamus (PVN) (Han et al. 2005; Jacobson 2005; Sam & Frohman 2008). Ces deux types de
récepteurs sont donc colocalisés dans 1’hippocampe (région CA1l, CA2 et gyrus dente) et I’hypothalamus
(PVN et noyau arqué) (Han et al. 2005; van der Laan & Meijer 2008). Les rétro-actions inhibitrices des
glucocorticoides sur 1’axe HPA impliquent la liaison sur des GR au niveau de I’hypophyse et de
I’hypothalamus et sur des MR dans d’autres structures cérébrales telles que 1I’hippocampe (Jacobson 2005;
Sam & Frohman 2008).

L’ affinité des deux types de récepteurs a leur ligand est différente. Les GR montrent une faible affinité
pour le cortisol. Inversement, les MR ont une forte affinité pour celui-ci (10 fois plus que les GR) et
I’aldostérone (de Kloet et al. 2005; Reul & de Kloet 1985).

Ces différences de localisation et d’affinité entre les deux types de récepteurs leur conferent un role
distinct. En phase de repos (environ 0,10-0,20 ug/mL de corticostérone plasmatique chez le Rat), seuls les
MR sont occupés, a 90%. En phase d’activité suite a un événement stressant, les MR sont saturés et les GR
occupés a 50%. Ainsi, les MR réguleraient le tonus basal de I’activité de I’axe HPA avec une efficacité
fonction de la quantit¢ de récepteurs MR. Les GR sont des médiateurs du rétrocontrdle négatif des
glucocorticoides avec une efficacité dépendante des quantités de glucocorticoides et de récepteurs GR
(Reul & de Kloet 1985; De Kloet et al. 1998).

Alors que les concentrations plasmatiques en cortisol refletent I’activité de I’axe HPA, elles ne

constituent pas un bon indicateur de la disponibilité en glucocorticoides pour les cellules cibles.

3.3.2 - Régulation de la disponibilité en glucocorticoides

La disponibilité en glucocorticoides sécrétés est régulée par différents mécanismes : (i) une grande
partie des glucocorticoides circulants (environ 95%) est liée a la corticosteroid-binding-protein ou CBG
(van der Laan & Meijer 2008). Cette glycoprotéine sécrétée par le foie maintient les glucocorticoides sous
forme inactive ; (ii) ’activité des glucocorticoides est fortement corrélée a 1’action de deux iso-enzymes :
les 11B-hydroxystéroides déshydrogénases (11BHSD) de type 1 et 2. La 11BHSD2 est responsable de la

déshydrogénation de la corticostérone en 11-déhydrocorticostérone. La 11BHSDI1 est une réductase,
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transformant la 11-déhydrocorticostérone inactive en corticostérone active; (iii) 1’acces des
glucocorticoides au cerveau est contrdlé par la pompe P-glycoprotéine au niveau de la BHE (Meijer et al.

1998).

3.3.3 - Mécanismes d’action des glucocorticoides

Les glucocorticoides agissent via des mécanismes génomiques (2 moyen et long terme) et via des

mécanismes non génomiques (a court terme).

Les mécanismes génomiques

Modulation de la transcription des genes

Les glucocorticoides sont des composés lipophiles diffusant facilement a travers les membranes
cellulaires pour se lier aux récepteurs aux glucocorticoides (MR et GR) au niveau du cytoplasme. Ces
récepteurs sont présents dans le cytosol sous forme inactive car liés a des protéines chaperons telles que les
Heat shock proteins (Hsp) (Barnes 2006; Liberman et al. 2007). Ceci empéche leur localisation nucléaire.
Suite a leur interaction avec les glucocorticoides, les récepteurs se dissocient de la protéine chaperonne. Le
site NLS de ces récepteurs étant exposé, le complexe récepteur/ligand migre dans le noyau (Liberman et al.
2007) ou il agit sur I’expression du génome en activant ou inhibant la transcription.

Pour activer la transcription de genes, le complexe glucocorticoide-récepteur se fixe sous forme de
dimere a une séquence d’ADN spécifique appelée « élément de réponse aux glucocorticoides » (GRE). La
séquence consensus du GRE comprend deux séquences palindromiques de 6 paires de bases, séparées par 3
nucléotides, formant deux sites de liaison pour les glucocorticoides. Des sites GRE négatifs ont été identifiés
au niveau du promoteur de genes tels que la POMC et le CRF, principales hormones régulant I’axe HPA
(Barnes 2006; van der Laan & Meijer 2008). L’activation du récepteur résulte, directement ou indirectement,
en la stimulation ou la répression de genes cibles respectivement appelées trans-activation et cis ou trans-
répression (van der Laan & Meijer 2008) (figure 16). La trans-activation concerne, entre autres, les genes
dont les produits contrdlent la néoglucogenese, la tension artérielle et I’équilibre osmotique.

Les glucocorticoides et leurs récepteurs répriment les genes via deux mécanismes distincts : soit le
récepteur se lie sous forme de dimere a I’ADN au niveau d’un élément de réponse négatif (nGRE) (cis-
répression), soit il inhibe d’autres facteurs de transcription sans qu’il ait besoin de dimériser ni de se fixer

directement a I’ ADN (trans-répression dite dépendante de I’ADN).
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Figure 16 : voies d’action des glucocorticoides via les mécanismes génomiques (d’apres Barnes 2006).

Modulation post-transcriptionnelle

Les glucocorticoides agissent aussi sur la stabilité des ARNm, leur traduction en protéines (Lee et al.
1988; Stellato 2004), leur dégradation et la libération des protéines (Walker et al. 1997; Bergmann et al.
2004). Ainsi, ils sont responsables de I’inhibition de nombreuses enzymes indispensables aux cascades
inflammatoires soit par trans-répression, soit en augmentant la transcription d’inhibiteur endogene de ces
voies (Barnes 2006). Les glucocorticoides diminuent la stabilité des ARNm en passant, probablement, par
des interactions protéines-protéines entre le complexe GR-glucocorticoides et la protéine de liaison aux
ARNm responsable de la cascade de signalisation stabilisant les ARNm (Stellato 2004). Les

glucocorticoides pourraient aussi diminuer la stabilité des ARNm de leurs propres récepteurs (Ing 2005).

Les mécanismes non-génomiques

Le délai d’action des glucocorticoides par voie génomique est long: 10-30 min de translocation
nucléaire, 5 a 120 minutes de transcription et de traduction aboutissant a un délai théorique d’action
minimum de 15 min, mais souvent plus long (Makara & Haller 2001). Des effets plus rapides que 15 min
sont toutefois observés, faisant suspecter des mécanismes d’action non génomiques (Buckingham 2006).

Action rapide sans implication de récepteurs

Ce mode d’action des glucocorticoides passe par 1’altération des propriétés physico-chimiques de la
membrane cellulaire sans intervention de récepteur (Falkenstein et al. 2000; Stellato 2004). Ainsi, les
glucocorticoides 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. Ces effets, surtout observés in vitro, nécessiteraient des

concentrations tres élevées de glucocorticoides.
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Action rapide médiée par les récepteurs membranaires

La majorité des effets rapides des glucocorticoides passerait par 1’intermédiaire de récepteurs
membranaires, soit spécifiques aux glucocorticoides, soit par des récepteurs aux neurotransmetteurs. Ces
récepteurs spécifiques se distinguent nettement des GR par leurs propriétés de liaison aux glucocorticoides
(Adcock et al. 2006). Les protéines Hsp70 et 90 interagissent avec ces récepteurs probablement de la
méme manicre qu’avec les GR (Powell et al. 1999). Les actions rapides sont liées a des voies de
signalisation intracellulaires comme observé lors du couplage des protéines G et des kinases incluant la
MAPK et la PI3K (Adcock et al. 2006). Ce mode d’action semble étre impliqué dans le controle des
processus mnésiques (Tasker et al. 2006) et dans le contrdle des maladies inflammatoires (Adcock et al.

2006).
3.3.4 - Les actions anti-inflammatoires des glucocorticoides

L’effet anti-inflammatoire passe par des mécanismes de la voie génomique et de la voie non
génomique. Par voie génomique, les glucocorticoides activent la syntheése de protéines anti-inflammatoires
dont les genes possedent une séquence GRE comme IkB, la MAPK phosphatase-1, I'll-1ra, I'Il-10 (Barnes
1998; Smoak & Cidlowski 2004; Barnes 2006). Ils interagissent également avec des facteurs de
transcription inhibant la transcription de nombreuses cytokines telles que I’II-1B, 11-2, 1I-3, 1I-6, TNFa
(tumor necrosis factor o) (Barnes 1998; Smoak & Cidlowski 2004; Barnes 2006). Enfin, ils diminuent la
stabilité et la traduction des ARNm d’un grand nombre de génes inflammatoires possédant une séquence
ARE (adénine/uridine rich element): Il-1, le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), TNFa,
11-6, iNOS (inducible nitric oxyde synthase) (Stellato 2004). Par voie non génomique et médiée par les GR,
les glucocorticoides induisent la libération des protéines Hsp du complexe cytosolique GR-

glucocorticoides-Hsp, ce qui entraine I’activation de protéines anti-inflammatoires au niveau du cytosol.

3.3.5 - Le rétrocontrdle négatif de 1’axe HPA par les glucocorticoides

Le premier mécanisme de rétrocontrdle négatif se déroule via des mécanismes génomiques. Au niveau
de I’hypothalamus (PVN), les glucocorticoides inhibent I’expression du CRF et de I’AVP (Conte-Delvox
et al. 1992). Les effets combinés de la réduction des quantités d’ACTH, d’expression de CRF et d’AVP et
de leurs récepteurs contribuent a la suppression de la réponse hormonale de stress de I’axe HPA. Ces effets
passent principalement par les GR, mais probablement aussi par les MR (Armario 2006).

Au niveau de I’hypophyse antérieure, les glucocorticoides inhibent I’expression de la POMC
(Jacobson 2005; Sam & Frohman 2008), des récepteurs a CRF et a AVP des cellules corticotropes,
influencgant ainsi la quantité d’ACTH déversée dans la circulation (Tasker et al. 2006). L’hippocampe et le
cortex médian pré-frontal seraient aussi impliqués dans le rétro-contrdle négatif de ’axe HPA par les
glucocorticoides. En effet lors d’un stress chronique, la quantit¢ de GR diminue dans ces zones et le

rétrocontrdle négatif des glucocorticoides est atténué (Diorio et al. 1993; Mizoguchi et al. 2003).
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Une suppression rapide non génomique de 1’activation de 1’axe HPA est également décrite, s’exercant
pour moitié par inhibition de la libération de I’ACTH dans I’hypophyse, et pour autre moitié dans le
cerveau (Hinz & Hirschelmann 2000; Tasker et al. 2006). Au niveau du PVN, les glucocorticoides
réduisent 1’excitabilité des neurones projetant vers I’éminence médiane (Tasker et al. 2006), inhibent la
libération d’AVP par ces neurones (Chen & Qiu 1999) et facilitent la libération GABA des neurones
magnocellulaires (Tasker et al. 2006). L’intervention de récepteurs membranaires couplés aux protéines G
(PKA et PKC) serait impliquée dans cette action rapide des glucocorticoides (Chen & Qiu 1999; Di et al.
2003; Tasker et al. 2006). Les MR seraient impliqués dans cette signalisation rapide, de manicre

indépendante des mécanismes transcriptionnels (Tasker et al. 20006).

4) Stress et comportement

Le stress serait responsable, chez I’Homme, de nombreux troubles psychiatriques tels que la dépression
ou les troubles de I’anxiété (Barros et al. 2008; Bennett Ao 2008; Garcia-Bueno et al. 2008). 11 tient
également une part importante dans 1’apparition des troubles alimentaires (Rojo et al. 2006; Torres &
Nowson 2007; Lo Sauro et al. 2008; Ruggiero et al. 2008). Le stress peut aussi influencer 1’agressivité
(Barreto-Medeiros et al. 2007; Veenema & Neumann 2007). En effet, chez le Rat, des études
expérimentales publiées récemment dans ce domaine montrent que I’application d’un stress tel qu’un choc
électrique plantaire répété (Lamproglou et al. 2009) ou la malnutrition treés tot apres la naissance (Barreto-
Medeiros et al. 2007) augmente 1’agressivité de animaux vis-a-vis de leurs congéneres.

Le stress intervient dans les processus mnésiques et induit des effets complexes sur les fonctions
cognitives (de Kloet et al. 1999). Différents travaux ont en effet montré que le stress peut faciliter les
processus d’apprentissage et de mémorisation (Sandi et al. 1997; Cordero et al. 1998; Bowman et al. 2001;
Bartolomucci et al. 2002; Li et al. 2007) ou au contraire induire des défauts des capacités mnésiques (Ohl
& Fuchs 1999; Woodson et al. 2003; Zhang et al. 2003). Les effets du stress sur les processus
d’apprentissage et de mémorisation semblent étre dépendants du type de stress employé. En effet, le
déclenchement d’un stress social lors de la mise en présence d’un rat avec un individu dominant (Touyarot
et al. 2004) ou avec un prédateur (Sandi et al. 2005) se traduit par des défauts d’apprentissage dans un
labyrinthe aquatique. Par ailleurs, un stress de contention appliqué pendant 7 jours a des rats n’induit aucun
effet sur les performances dans un test de mémorisation spatiale. Par contre, 13 jours de contention
induisent une augmentation des performances des animaux stressés (Luine et al. 1996). Un stress
psychologique appliqué a des musaraignes n’induit aucun effet sur les capacités mnésiques des animaux

(Bartolomucci et al. 2002).

5) Aspects géniques du stress

Suite a un stress, les glucocorticoides libérés vont se fixer sur leur récepteur (GR ou MR) et ainsi
présenter, comme décrits précédemment, des effets génomiques et non génomiques. Les glucocorticoides

entrainent donc une modulation de I’expression de certains genes. Différents génes tels qu’Hsp70 (Kagawa
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& Mugiya 2002; Li et al. 2006) et NF-«B (Madrigal et al. 2002; Bierhaus & Nawroth 2003) sont
considérés comme des marqueurs de stress. D’autres genes, tels que I’Il-1, sont impliqués dans I’activation
de I’axe HPA (Yirmiya et al. 2002; Goshen et al. 2003). Le stress peut également moduler I’expression de
genes impliqués dans le comportement tels que CamKII, BDNF et TrkB jouant un role important pour les

processus d’apprentissage et de mémorisation (Koponen et al. 2004; Yamauchi 2005).

5.1- Propres au stress

5.1.1 - Stress cellulaire et Heat Shock Proteins (Hsp)

La dénomination de protéines de choc thermique provient de leur découverte initiale a partir de
cellules de glandes salivaires de drosophiles exposées a 37°C pendant 30 minutes (Ritossa 1962). Depuis,
de nombreuses autres conditions d’induction ont été découvertes telles que des conditions physiologiques
(division et différenciation cellulaires), pathologiques (infection virale ou bactérienne), environnementales
(radiations) (Kiang & Tsokos 1998) et méme des conditions de stress psychologique (Fukudo et al. 1995;
Fukudo et al. 1997; Isosaki & Nakashima 1998; Kagawa & Mugiya 2002; Pizarro et al. 2003). Leurs
nombreux stimuli d’induction conduisent a les qualifier de protéines de stress ; ces protéines Hsp sont donc
considérées comme des marqueurs de stress majeur (Fukudo et al. 1997; Kagawa & Mugiya 2002; Li et al.
2006). Elles sont retrouvées dans la plupart des cellules, de la bactérie aux cellules de mammifere et
abondent dans tous les compartiments subcellulaires. Leur structure hautement conservée dans la

phylogénie leur confére un role fondamental pour la survie de I’organisme (Santoro 2000).

Les différentes familles d’Hsp

Il existe différentes familles d’Hsp se différenciant par leur taille, leur fonction, leur localisation
(cytosolique, mitochondriale, nucléaire ou réticulaire) et leurs conditions d’expression (constitutives ou
inductibles) (Kiang & Tsokos 1998; Kregel 2002).

La famille des Hsp70, la plus largement exprimée, est composée de protéines constitutives (Hsc70
cytoplasmique, Grp78 réticulaire et Grp75 mitochondriale) et/ou inductibles (Hsp70 nucléaire). Ces
protéines possedent une structure a deux domaines fonctionnellement liés, une extrémité amino-terminale
avec une activité ATPase et une extrémité carboxy-terminale se liant aux peptides (Deocaris et al. 2006).
Les Hsp70 inductibles sont codées par deux genes (Hsp70-1 et Hsp70-2) localisés dans le complexe majeur
d’histocompatibilité et leur homologie est telle que leurs produits ne sont pas distinguables (Huang et al.
2001). Une expression différentielle a toutefois été observée apres 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 sévere (Akcetin et al. 1999).

Les Hsp70 inductibles possedent de nombreuses fonctions : (i) elles se lient aux protéines immatures
ou dénaturées assurant un role de «chaperon moléculaire », préservant ces protéines d’une mauvaise

conformation, agrégation ou perte de fonction ; (ii) elles limitent la production de radicaux libres en
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stimulant I’activité de la manganése superoxide-dismutase mitochondriale (Suzuki et al. 2002) ; (iii) elles
inhibent 1’apoptose par leur interaction avec I’« apoptosis-inducing factor » (AIF) (Ravagnan et al. 2001),
« apoptotic protease-activating factor-1 » (Apaf-1) (Beere et al. 2000; Saleh et al. 2000; Beere & Green
2001) et c-Jun N-terminal Kinase (JNK1) (Beere & Green 2001) ; (iv) elles jouent un role de transmetteur
immunitaire du fait de leur sécrétion dans le milieu extracellulaire, passive par les cellules nécrosées (Basu
et al. 2000) ou active par exocytose (Lancaster & Febbraio 2005). Ces Hsp circulantes se lient a des
récepteurs spécifiques, incluant les Toll-like receptors (TLR) 2 et 4 (Asea et al. 2002) et induisent
P’activation de la voie de signalisation du NF-kB (Nuclear factor-B) par laquelle la transcription des
cytokines est stimulée (Asea et al. 2002). Ainsi les Hsp70 intracellulaires constituent un rempart
énergétiquement coliteux pour maintenir les cellules fonctionnelles alors que les Hsp70 extracellulaires

constituent des signaux de danger (Pockley 2003).

Role des Hsp

Dans les conditions basales, les Hsp présentent une activité commune de « chaperon moléculaire ».
Dans des conditions de stress, la néosynthese d’Hsp permet de faire face a 1’augmentation des protéines
dénaturées, ce qui implique un fort recrutement de ces protéines pour la prévention de 1’agrégation et la
dégradation des protéines endommagées. Cette réponse de « stress cellulaire » peut étre considérée comme
une réponse de survie visant au maintien de I'intégrité structurelle et fonctionnelle de la cellule (Feder &

Hofmann 1999).

L’induction des Hsp70 (pour revue, Santoro 2000)

Hsp70 est la forme inductible majeure des Hsp dont la synthese est augmentée lors du stress jusqu’a
devenir la protéine prépondérante de la cellule. Cette induction requiert des facteurs de transcription et se
produit en réponse a toute agression provoquant la dénaturation des protéines, stimulus principal
d’induction (figure 17).

L’induction des Hsp est médiée par quatre types de « Heat Shock Factor » (HSF1 a 4) régulés
par divers signaux environnementaux et développementaux (Santoro 2000). Ces quatre HSF sont

exprimés de maniere constitutive et fonctionnent en coopération (Morimoto et al. 1996).

Dans les conditions basales, les Hsp70 sont liées aux HSF les maintenant ainsi sous une forme inactive
(figure 17, 1). Les protéines dénaturées générées par 1’agression tissulaire mobilisent les molécules
chaperons Hsp70, qui se détachent des HSF (figure 17, 2). Le clivage Hsp70/HSF conduit a la
phosphorylation des HSF par une protéine kinase C, formant ainsi des trimeres HSF (figure 17, 3). Cette
forme active migre ensuite dans le noyau et se lie au promoteur « Heat Shock Element » (HSE) du gene
Hsp70 stimulant ainsi la transcription. Une augmentation massive d’ARNm de Hsp70 et de protéines
Hsp70 se produit alors dans les cellules agressées (figure 17, 4). Les Hsp70 se lient aux protéines

dénaturées pour restaurer leur structure tertiaire (figure 17, 5).
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Figure 17 : schéma simplifié de I’induction des Hsp70 (d’apres Santoro 2000).

L’atténuation de I’expression des Hsp70 se produit lorsque la synthese des Hsp70 excede 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 genes Hsp (Voellmy & Boellmann 2007) (figure 17, 6). Les HSF4 sont considérés
comme des régulateurs négatifs de la réponse au stress (Nakai et al. 1997). 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 3’-non codante, une région riche en bases A et U (ARE), sensible au turnover rapide
des ARNm. La liaison de protéines sur cette séquence ARE protege les ARNm durant la phase de réponse
aigu€. Puis, dans une phase plus tardive, la dégradation de ces protéines favorise le déclin des ARNm

(Laroia et al. 1999).

5.1.2 - Le facteur de transcription NF-xB

Activation de NF-xB

Nuclear factor kappa B (NF-kB) est un facteur de transcription activé dans de nombreuses situations
telles qu’un stress systémique, physique et/ou psychologique (Madrigal et al. 2002; Bierhaus & Nawroth
2003) ainsi que lors d’un stress cellulaire (lipopolysaccharide bactérien (LPS), cytokines, virus, radicaux
libres) (Baeuerle & Henkel 1994; Niu et al. 2003; Yamamoto & Gaynor 2004; Bowie & Haga 2005). Bien
que les mécanismes exacts ne soient pas encore parfaitement identifiés, Hsp70 interfere avec 1’activité du

facteur de transcription NF-xB. L’hypotheése émise tient au fait que les protéines Hsp ont un rdle de
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protéines chaperons se liant aux sous-unités composant NF-xB ou a son inhibiteur lui méme (I-xB),
bloquant ainsi sa dégradation par le protéasome (Santoro 2000).
L’activation de cette voie tient un rdle crucial dans la réponse inflammatoire et immunitaire par ses

actions modulatrices de I’expression génique.

Mécanismes d’activation de NF-xB

NF-kB est un facteur de transcription ubiquitaire comprenant 5 sous-unités monomériques : RelA
(p65), RelB, c-Rel, NF-xB1 (p50/p105) et NF-xB2 (p52/p100) et dont la dimérisation est nécessaire a sa
liaison a I’ADN (Smoak & Cidlowski 2004). Différentes combinaisons des monomeres peuvent se lier aux
séquences KB consensus sur le promoteur des genes régulés par NF-kB, conduisant a [’activation
transcriptionnelle. La forme de liaison classique et active est 1’hétérodimere p65-p50 (Yamamoto &
Gaynor 2004).

En I’absence de stimulation, les protéines NF-kB sont principalement localisées dans le cytoplasme,
associées a une famille de protéines inhibitrices IxB (Baeuerle & Henkel 1994; De Bosscher et al. 2003)
(figure 18). Cette association masque le site NLS de NF-kB empéchant ainsi sa translocation nucléaire.
L’activité de NF-xB peut étre stimulée par différents facteurs, précédemment cités. La stimulation des
cellules par ces facteurs conduit a I’activation des IxB kinases qui phosphorylent IkB (Armstead et al.
1999). La phosphorylation de I-kB conduit a la liaison d’un complexe entrainant la poly-ubiquitinylation
de I-kB et sa dégradation par le protéasome 26S. La protéine NF-kB libérée peut ainsi migrer dans le
noyau (Yamamoto & Gaynor 2004). La translocation de NF-kB active la transcription de nombreux génes
inflammatoires dont ceux des cytokines telles que TNFa, II-1B et des enzymes associées a la synthese de
médiateurs inflammatoires tells que iNOS (Inducible nitric oxyde synthase) et COX-2 (Cyclo-oxygenase

2) (Smoak & Cidlowski 2004).

Genes cibles de NF-kB

La voie de signalisation NF-kB constitue un des processus régulant le systtme immuno-inflammatoire.
Parmi les genes activés par cette voie, on distingue les cytokines (TNFa, II-1, 1l-6, interféron-y), les
chémokines (I1-8), les macrophages, les molécules d’adhérence, des enzymes inductibles (COX-2 et iNOS)
et certains récepteurs impliqués dans la reconnaissance immunitaire (MHC, complexe majeur
d’histocompatibilité¢) (Yamamoto & Gaynor 2004). Le promoteur du gene IkBa contient aussi des sites de

liaison NF-kB (Ito et al. 1994).
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Figure 18 : mécanisme d’activation du facteur de transcription NF-kB (d’aprés Yamamoto & Gaynor
2004).

Répression de [’activité NF-xB par les glucocorticoides

L’inhibition de I’activité NF-xB représente un mécanisme important par lequel les glucocorticoides
exercent leurs effets anti-inflammatoires (D'Acquisto et al. 2002; Delhalle et al. 2004). Cet effet passe par
plusieurs mécanismes : (i) les récepteurs aux glucocorticoides (MR comme GR) répriment 1’activité
transcriptionnelle de NF-xB grice a des interactions avec la sous-unité p65. Ceci prévient la formation de
dimeres p65-p50 actifs (Scheinman et al. 1995; Heck et al. 1997) ; (ii) Le complexe glucocorticoides-GR
réprime la transcription médiée par NF-kB (D'Acquisto et al. 2002; Lehmann et al. 2002). De ce fait,
I’expression de certaines cytokines inflammatoires tels que TNFa et Il-1 (Scheinman et al. 1995) est
inhibée.

Outre Hsp70 et NF-«xB, d’autres molécules telles que I'interleukine 1 interviennent dans la régulation de la
réponse au stress. En effet, cette molécule contribue a I’activation de I’axe HPA (Yirmiya et al. 2002;

Goshen et al. 2003).

5.1.3 - La cytokine II-1
Généralités
Les cytokines sont produites par les cellules du systéme immunitaire en périphérie mais également par

les cellules gliales et les neurones au niveau du cerveau (Dinarello 1996; Szelenyi 2001).
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La signalisation Il-1 est médiée par un systeme complexe incluant différents ligands et récepteurs. Les
cytokines Il-1a et II-1p activent la voie de signalisation alors que Il-1ra, antagoniste de I’ll-1 bloque les
effets de I'll-1 (Dinarello 1994). Différents récepteurs a I'll-1 ont été identifiés (Loddick et al. 1998). Le
récepteur de type 1, II-1R1, semble, a I’heure actuelle, impliqué dans la transmission de toutes les
fonctions biologiques de I'll-1. Le récepteur de type 2 présente une action antagoniste sur la signalisation
II-1 (Dinarello 1996; Sims 2002). La signalisation II-1 peut étre médiée par différentes voies de
signalisation incluant les MAPK, la voie NF-kB ainsi que la translocation de facteurs de transcription dans

le noyau (McCulloch et al. 2006).
Stress et 1l-1

Différents travaux se sont intéressés a la relation existant entre le stress et 1'Il-1. Lors d’un stress, cette
cytokine intervient dans la modulation de la réponse de 1’axe HPA via différents mécanismes. En effet, elle
induit la sécrétion de CRF au niveau du PVN de I’hypothalamus (Sapolsky et al. 1987; Goshen & Yirmiya
2008). L’11-1 intervient également au niveau de 1’hypophyse, structure dans laquelle des récepteurs I1-1R1
sont présents (Turnbull & Rivier 1999; Goshen & Yirmiya 2008). Enfin I'Il-1 stimule directement la
sécrétion de glucocorticoides par les glandes surrénales, bien qu’aucun récepteur n’ait été identifié a ce
niveau (Turnbull & Rivier 1999; Goshen & Yirmiya 2008).

La réponse au stress étant diminuée suite a I’altération de la voie de signalisation de I’'Il-1 (Wolf et al.
2007), cette cytokine apparait comme un régulateur important de la réponse au stress. Cependant, le stress
peut également moduler 1’expression de cette cytokine. Ainsi, chez la Souris, un stress d’immobilisation
(Shintani et al. 1995) ou un choc plantaire (O'Connor et al. 2003) augmentent I’activité II-1 au niveau de
I’hypothalamus et de I’ hippocampe.

1l semble cependant que les effets du stress sur 1’expression cérébrale d’Il-1 dépendent de la nature et
de I’intensité du stimulus. Ainsi, la combinaison de plusieurs stress augmente I’expression d’Il-1 au niveau
de I’hypothalamus alors qu’un stress seul n’induit pas cet effet (Deak et al. 2005). Au contraire, un stress
chronique induit une baisse de 1’expression d’Il-1f dans I’hippocampe de souris (Bartolomucci et al.
2003). Les auteurs émettent 1’hypothése qu’une augmentation des taux plasmatiques de corticostérone
serait responsable de la baisse de la régulation des transcrits au niveau cérébral. Cette hypothese est par
ailleurs étayée par différents travaux montrant que les glucocorticoides inhibent la transcription d’11-1 dans
des cellules immunitaires (Knudsen et al. 1987; Lew et al. 1988; Amano et al. 1993).

Les interactions existant entre la cytokine IlI-1 et I’axe HPA sont bidirectionnelles puisque les
glucocorticoides suppriment la production d’Il-1 via différents mécanismes: (i) en diminuant la
transcription de I'1l-1 et en déstabilisant les ARNm ( Lee et al. 1988; Amano et al. 1993) et (ii) en bloquant
la synthese protéique d’Il-1 via I’AMPc (Knudsen et al. 1987). Différents travaux ont montré cet effet

inhibiteur des glucocorticoides sur I’expression de I’'1l-1. Ainsi des animaux stressés par un choc plantaire
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juste apres une injection de LPS présentent, au niveau de I’hypophyse, de I’hypothalamus et de
I’hippocampe, des taux d’Il-1a et B plus faibles que les animaux non stressés (Goujon et al. 1995).
Par ailleurs, 1’expression d’II-1 contribue a la régulation des processus mnésiques au niveau de

I’hippocampe de Rat (Depino et al. 2004) et de Souris (Avital et al. 2003).

5.2- Geénes et modulation de la mémorisation par le stress

5.2.1 - II-1 et mémorisation

Les récepteurs de I’Il-1 sont présents au niveau de nombreuses structures cérébrales (Cunningham &
De Souza 1993; Loddick et al. 1998; Goshen & Yirmiya 2008) et la plupart des effets d’une administration
périphérique d’Il-1 sont bloqués par I’injection de son antagoniste Il-1ra dans le cerveau (Dinarello 1996;
Rothwell & Luheshi 2000). L’II-1 pourrait ainsi présenter des effets neurophysiologiques et
comportementaux via son action au niveau cérébral.

Suite a son role dans la sécrétion des glucocorticoides lors d’un stress, I'Il-1 a été suspectée de jouer un
role dans la régulation des processus d’apprentissage et de mémorisation. Ainsi, de nombreux travaux ont
montré les effets déléteres de fortes doses d’Il-1a ou B sur la mémorisation de rats (Barrientos et al. 2004;
Depino et al. 2004; Goshen & Yirmiya 2008). Il apparait que le blocage du récepteur I1-1R1 (Yirmiya et al.
2002), son absence chez les animaux KO pour ce récepteur (Goshen et al. 2000; Goshen et al. 2001) ainsi
qu’une administration élevée de la cytokine (Oitzl et al. 1993; Gibertini et al. 1995) diminuent les capacités
d’apprentissage lors d’un test de labyrinthe aquatique. Cependant d’autres équipes ont démontré le role
bénéfique d’une concentration basale d’Il-1 pour les processus mnésiques en utilisant des approches
génétiques comme pharmacologiques (Yirmiya et al. 2002; Avital et al. 2003; Goshen et al. 2007; Goshen
& Yirmiya 2008). Le role bénéfique de I’1l-1 sur les processus de mémorisation a également ét€ montré par
I’induction de I’expression de cette cytokine dans I’hippocampe lors de tests d’apprentissage (Depino et al.
2004; Goshen et al. 2007). 11 a été montré que I'll-1a. endogéne module 1’apprentissage chez des rats
adultes (Depino et al, 2004) et que 1’administration d’Il-1a a des nouveaux-nés provoque des défauts
mnésiques a I’age adulte (Tohmi 2004).

L’influence de I'll-1 sur la mémorisation peut donc étre modélisée comme une courbe en « cloche » ;
des taux physiologiques de la cytokine sont nécessaires pour les processus d’apprentissage et de
mémorisation alors qu’une privation ou un exces d’Il-1 se traduit par des défaut des capacités mnésiques
(figure 19) (Goshen et al. 2007; Goshen & Yirmiya 2008). La limite entre ces deux effets antagonistes
varie selon le test employé (Yirmiya et al. 2002). De méme, les effets des glucocorticoides sur la mémoire
présentent un profil identique (Diamond et al. 1992). Ainsi, a des taux élevés, les glucocorticoides
apparaissent déléteres pour la mise en place de la mémorisation alors qu’a des concentrations

physiologiques, ils facilitent la mémorisation (de Kloet et al. 1999; de Kloet et al. 2005).
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Mémorisation dépendante de I'hippocampe

Faible Basal Fort
Signalisation de 1’IL-1 au niveau cérébral

Figure 19 : représentation schématique des effets de I'll-1 et des glucocorticoides sur les processus
mnésiques (d’apres Goshen & Yirmiya 2008).

Outre I’Il-1, d’autres molécules interviennent dans les processus de mémorisation.

5.2.2 - La voie CamKII/BDNF/TrkB

La calcium-calmoduline Kinase Il (CamKII)

De nombreuses fonctions physiologiques dépendent des variations des taux calciques intracellulaires.
Certaines protéines intracellulaires, telle que la calmoduline (CaM), se lient au calcium et transmettent
alors les réponses physiologiques faisant suite a I’influx calcique. La liaison du calcium induit un
changement de conformation de la CaM, exposant alors des résidus hydrophobes pouvant interagir avec de
nombreuses protéines cibles. Parmi les protéines de signalisation régulées par le complexe Ca**/CaM, on
distingue une famille de protéines a Ser/Thr appelée « calcium calmodulin kinase » ou CamK (Colbran
2004). Ces CamK sont activées en présence de calcium et de calmoduline. Une fois actives, elles peuvent
phosphoryler les résidus sérine et thréonine de leurs substrats. Parmi les différentes CamK, la seconde
protéine kinase calcium/calmoduline dépendante éluée sur une colonne a partir d’une fraction d’extrait
cytosolique de cerveau de rat a été appelée CamKII (Yamauchi & Fujisawa 1980).

Chez les mammiféres, CamKII comprend une famille de quatre isoformes codées par 4 génes

distincts : a, B, v, et & subissant différents épissages alternatifs (Colbran & Brown 2004; Irvine et al. 2006).
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Ces quatre isoformes sont hautement conservées chez les mammiferes. L’enzyme est constituée d’un
ensemble oligomérique d’une ou plusieurs sous-unités (Hudmon & Schulman 2002; Colbran & Brown
2004). Les sous-unités a et B sont exclusivement exprimées au niveau du SNC. CamKlla, essentiellement
restreinte aux neurones présentant des synapses excitatrices (Hudmon & Schulman 2002), est la principale
isoforme retrouvée au niveau de 1’hippocampe (Hudmon & Schulman 2002; Irvine et al. 2006).

CamKII comprend trois régions : (i) un domaine catalytique N-Terminal fortement conservé; (ii) un
domaine régulateur et (iii) un domaine C-Terminal d’« auto-association ». .e domaine d’auto-association
est nécessaire pour la formation d’une holoenzyme constituée de différentes sous-unités (Rosenberg et al.
2005). Le domaine régulateur comprend une région auto-inhibitrice, une région de liaison a la calmoduline
et plusieurs sites d’auto-phosphorylation (Thr 286, Thr 305/306) (figure 20 A). Le domaine auto-inhibiteur

possede la propriété de réguler I’activité de la kinase.

Domaine d auto- . . . .
A L Domaine d auto-inhibition Domaine catalytique
association B
300 290 T286
P
Site de liaison de
la calmoduline
B Sous-unités inactives Sous-unités actives Sous-unités actives
autonomes
T286

Figure 20 : A- représentation schématique de la structure de CamKlla ; B- représentation schématique de
I’activation de CamKlla par la calmoduline (d’apres Irvine et al. 2006).

Dans des conditions basales, la kinase est inactive puisque le domaine auto-inhibiteur est lié¢ au site
catalytique (figure 20 B) (Irvine et al. 2006).

En présence de calcium, la CaM se lie a CamKII induisant un changement de conformation de la
kinase. Le domaine catalytique de CamKII devient alors accessible (figure 20B) ; la kinase est ainsi
activée. Lors de ce stade « actif », le résidu Thr** du domaine auto-inhibiteur peut étre phosphorylé par les
sous-unités voisines de 1’holoenzyme (Hanson et al. 1994; Mukherji & Soderling 1994). Cette « auto-
phosphorylation » empéche la kinase de retourner a un stade inactif, méme si les taux calciques diminuent
ou que la calmoduline se dissocie de la CamKII (Lisman et al. 2002).

CamKII présente de nombreux substrats, phosphorylant un grand nombre de protéines cérébrales. Elle

intervient de ce fait dans de nombreuses fonctions telles que la synthése et 1’exocytose de
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neurotransmetteurs, la modulation de I’activité des canaux ioniques, le transport cellulaire, la morphologie
cellulaire, la plasticité synaptique, 1’apprentissage et la mémorisation et 1’expression génique (Hudmon &

Schulman 2002; Lisman et al. 2002).
BDNF/TrkB

Le BDNF, brain-derived neurotrophic factor, appartient a la super-famille des neurotrophines dont font
partie le NGF (Nerve Growth Factor) ainsi que les neurotrophines NT-3 et NT-4 (Leibrock et al. 1989).
Les neurotrophines sont impliquées dans la régulation de la différenciation, la croissance et la survie des
neurones (Lu et al. 2008).

Le BDNF est une petite protéine dimérique dont la signalisation fait suite a son interaction avec son
récepteur de haute affinité TrkB (tropomyosin related kinase) (Heumann 1994; Lu et al. 2008). Le BDNF
comme son récepteur sont largement distribués dans I’hippocampe (Bramham & Messaoudi 2005). Des
vésicules de sécrétion contenant le BDNF sont présentes au niveau des terminaisons axonales pré et post-
synaptiques des principaux neurones glutamatergiques (Lessmann et al. 2003; Lu 2003). Le BDNF est
sécrété de facon indépendante du Ca®* via ’activation des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA) ou
de fagon dépendante par des canaux calciques voltage-dépendants (Lever et al. 2001; Aicardi et al. 2004).
Il peut également étre sécrété a partir des neurones pré-synaptiques par un mécanisme impliquant la
mobilisation de calcium a partir de stocks intracellulaires (Balkowiec & Katz 2002). Une fois sécrété dans
la fente synaptique, le BDNF se lie a TrkB situé aussi bien au niveau des neurones pré que post-
synaptiques de synapses glutamatergiques (Drake et al. 1999). La liaison du BDNF sur son récepteur
conduit a la dimérisation du récepteur et a 1’auto-phosphorylation des résidus Tyr des domaines
intracellulaires du récepteur. Ce phénomene induit I’activation de voies de signalisation cytoplasmiques
dont celles de la MAPK, de la PLC et de 1a PI3K (Kaplan & Miller 2000).

La voie de signalisation BDNF/TrkB est impliquée dans les processus d’apprentissage et de

mémorisation (Yamada & Nabeshima 2003).

Implication de CamKIIl, BDNF/TrkB lors des processus de mémorisation

L’ utilisation de rats et de souris knock-out pour la sous-unité o de CamKII a permis d’étudier le role
physiologique de cette protéine in vivo. Ces animaux présentent des perturbations de I’apprentissage mais
également de la mémorisation (Silva et al. 1992; Blanquet & Lamour 1997; Deak 2007). De facon
similaire, des souris dont le site d’auto-phosphorylation de la protéine est supprimé par la substitution de la
thréonine par I’alanine présentent des perturbations de 1’apprentissage spatial (Giese et al. 1998).

Par ailleurs, des manipulations pharmacologiques et génétiques montrent I’importance de CamKII (Silva et
al. 1992; Cho et al. 1998; Giese et al. 1998) et du BDNF (Yamada & Nabeshima 2003) pour la mémoire.

La délétion génétique de CamKII se traduit par des défauts d’apprentissage (Cho et al. 1998). De plus ces
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deux molécules sont importantes pour le développement de la mémoire chez ’Homme (de Quervain &
Papassotiropoulos 2006; Hashimoto et al. 2008).

Différents travaux se sont attachés a I’étude, in vivo, des effets de BDNF sur la mémorisation. Ces résultats
mettent en exergue une forte corrélation entre 1’expression des ARNm de BDNF et les performances
comportementales lors de tests d’apprentissage et de mémorisation (Schaaf et al. 2001; Tyler et al. 2002;
Yamada et al. 2002). Une augmentation de 1’expression d’ARNm codant pour le BDNF, 15 min apres
stress a ainsi été observée au niveau de I’hypothalamus (Givalois et al. 2004). Il semble que le nombre de
neurones exprimant des taux élevés de BDNF dans [’hippocampe correle avec la réussite de
I’apprentissage (Chen et al. 2007).

Afin d’identifier la relation existant entre 1’apprentissage et le BDNF, des études génétiques comme
pharmacologiques de privation de BDNF ou de TrkB ont été réalisées. Des souris mutantes hétérozygotes
pour le BDNF (Linnarsson et al. 1997) ainsi que le traitement par des anticorps dirigés contre le BDNF (Mu
et al. 1999) provoquent des défauts de 1’apprentissage dans un labyrinthe aquatique. Par ailleurs, le BDNF est
une molécule clé impliquée dans la persistance des processus de mémorisation (Bekinschtein et al. 2008).

Le lien existant entre les trois génes CamKII/BDNF/TrkB n’est, a I’heure actuelle, pas clairement établit.
Ainsi, au niveau de I’hippocampe, I’activation de CamKII est augmentée par le BDNF (Blanquet & Lamour
1997; Gomez-Pinilla et al. 2007) et la liaison du BDNF sur son récepteur TrkB active CamKII (Minichiello et
al. 2002). Cependant d’autres études montrent que I’activation de CamKII conduit a I’expression de I’ARNm
de BDNF (Kolarow et al. 2007; Vaynman et al. 2007). Le mécanisme d’activation de ces trois genes reste

encore inconnu, 1’hypothese d’une boucle de régulation entre ces trois genes a été évoquée.

En résumé, la PB est une molécule qui présente une toxicité faible lorsqu’elle est administrée a la dose
préconisée dans le cadre du pré-traitement en cas de menace chimique. Suite a son utilisation en tant que
traitement prophylactique durant le conflit du Golfe, les principaux troubles décrits par les vétérans sont
liés a une hyperactivation du systeme cholinergique périphérique. Cependant I’analyse de la bibliographie
montre que les effets centraux de la prise de PB lors d’un événement stressant ne sont pas bien établis.
Dans le méme temps, les preuves d’un effet de la PB au niveau du SNC s’accumulent lors de sa prise
combinée avec celle d’autres composés chimiques ou avec le stress. En effet, certains symptomes décrits
par les vétérans tels que les troubles mnésiques, I’irritabilité, I’anxiété ou les sautes d’humeur pourraient
étre liés a ’action combinée de la PB avec d’autres composés chimiques ou avec le stress et leurs
conséquences au niveau du SNC.

Considérant la place prépondérante du systéeme cholinergique dans le fonctionnement du systéme
nerveux central et périphérique, les effets secondaires possibles consécutifs a la prise répétée de PB chez

les vétérans apparaissent comme un point important a éclaircir. Durant le conflit, les soldats ont été
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soumis a un stress aussi bien physique que psychologique. Pourtant, il existe peu d’études relatives aux
effets comportementaux et moléculaires consécutifs a I’administration de PB en situation de stress.

Afin de remédier a ces lacunes et de tenter d’expliquer certains troubles décrits par les vétérans, nous
avons choisi d’évaluer les conséquences comportementales, histologiques et moléculaires a moyen comme

a court terme, de I’administration répétée de PB dans des conditions de stress.
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Matériels et Méthodes

1) Animaux

Toutes les expérimentations ont été réalisées sur des rats Wistar males adultes. Ce modele a été
choisi en raison d’une abondante littérature scientifique sur cet animal, en particulier dans le domaine
comportemental, et des résultats préalablement acquis par le laboratoire concernant les effets centraux
de la pyridostigmine associée au stress.

Les animaux proviennent de 1’élevage Harlan (France). Ils sont livrés & I’dge de 11 semaines
(poids moyen 300-325 g) dans I’animalerie, ou ils sont hébergés tout au long de 1’expérimentation.
Des leur arrivée, ils sont répartis au hasard a raison de 4 animaux par cage. Pour chaque
expérimentation (décrite ultérieurement), les cages sont réparties au hasard en 4 lots de méme effectif :

- Lot sham-solvant : animaux non stressés et non traités (excepté 1’administration orale par

« gavage » avec de I’eau) ;
- Lot sham-PB : traitement répété par la pyridostigmine seule ;
- Lot stress-solvant: stress répété seul ;

- Lot stress-PB : traitement répété par la pyridostigmine associé au stress.

La stabulation des animaux se fait dans une animalerie dédiée aux rongeurs, dont I’ambiance est
contrdlée (température ambiante : 21 £ 1°C, humidité relative : 45 £ 10 %, bruit blanc inférieur & 50
dB). Le cycle d’éclairement (8h-20h) est lui aussi contrdlé. La nourriture et la boisson sont accessibles
ad libitum.

L’expérimentation débute lorsque les animaux sont agés de 13 semaines, soit 2 semaines apres la
livraison en vue d’une habituation aux nouvelles conditions d’hébergement et de la construction d’une

structuration sociale. Les animaux sont alors pesés quotidiennement.

2) Traitement par la pyridostigmine

Le bromure de pyridostigmine (PB : 3-dimethylaminocarbonyloxy-N-methylpyridinium Bromide)
provient de chez Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France). Aprés ouverture du flacon, celui-ci est
conservé dans un dessicateur maintenu sous vide.

Apres dilution extemporanée dans de I’eau courante, la pyridostigmine est administrée une fois par
jour a la dose de 1,5 mgkg'. Les animaux “solvant” regoivent le méme volume d’eau courante. Le
traitement est administré par voie orale (par « gavage ») a I’aide d’une canule 30 minutes avant le
début de la séance de stress (ou son simulacre dans I’enceinte servant pour le stress sans application du

choc électrique). Ces conditions expérimentales ont été choisies afin de simuler la prise répétée de
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pyridostigmine par les combattants placés en situation d’alerte chimique. Comme nous le verrons dans
la partie «résultats », cette posologie permet I’inhibition d’environ 30 a 40 % de [Dactivité
cholinestérasique sanguine chez le Rat ; cette inhibition est donc similaire a celle recommandée par
I’OTAN lors de I’utilisation de la PB comme pré-traitement contre une éventuelle intoxication par les

neurotoxiques organophosphorés.

3) Modele de stress répété

Notre modele de stress répété est basé sur un test d’évitement actif locomoteur au son, connu sous
le nom de « pole-climbing » avoidance, ou PCA (Le Poncin-Lafitte et al. 1982). Dans sa version de
base, ce test est utilisé comme test d’apprentissage et n’induit pas de stress chez I’animal. Dans notre
étude, ce test a été modifié en augmentant le nombre d’essais par séance (25 au lieu de 10) et le
nombre de séances (10 au lieu de 5). Comme nous le montrerons dans la partie «résultats », ces
modifications conduisent le rat a développer un état de stress caractérisé par un comportement
impulsif et craintif pouvant étre considéré comme de I« I’anticipation a tout prix ».

Le PCA est réalisé en 10 séances sur 12 jours, de J1 a J5 puis de J8 a J12, chaque séance
quotidienne étant limitée a une durée fixe de 25 minutes. Le rat est placé dans une cage a parois
transparentes (34 x 23 x 42 cm ; Bionic Instruments, Paris, France) au centre de laquelle est suspendue
une tige de bois (ou mat) (longueur 32 cm, 3 cm de diametre). Le sol de la cage est recouvert d’une
grille qui peut transmettre un choc électrique. Un dispositif électronique permet le contrdle de chaque
essai correspondant a un cycle. Chaque essai d’une durée d’une minute comprend :

- une phase de repos de 40 secondes ;

- un stimulus auditif correspondant a un son (300 Hz) durant 4 secondes ;

- un intervalle de repos d’une seconde ;

- un choc électrique (1 mA) durant 15 secondes.

Un essai, correspondant a un cycle, est comptabilisé des lors que le son est délivré. Chaque séance
de PCA durant 25 minutes et un essai durant 1 minute, un nombre maximal de 25 essais peut &tre
observé lors de ce test. Cependant, le rat peut échapper au choc électrique en montant sur la tige de
bois. Chaque fois que le rat s’agrippe au mat, le programme s’arréte et se réinitialise lorsque le rat
redescend. L application de ce test permet donc I’observation de différentes réponses :

- le rat entend le son mais ne monte pas sur le mat. Il recoit donc le choc électrique pendant 15

secondes. L’ essai est comptabilisé et un nouvel essai débute avec la phase de repos ;

- le rat entend le son et regoit le choc électrique pendant quelques secondes avant de monter sur

le mat. L’essai est comptabilisé et un nouvel essai démarre des que le rat descend du mét ;

- le rat monte sur le mat deés qu’il entend le son, puis redescend. L’essai est comptabilisé ;
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- apres quelques sessions, le rat monte et descend du mat a tout moment. Chaque fois que le rat
monte sur le mat avant le son, le programme s’arréte et redémarre des que le rat descend.
L’essai n’est pas comptabilisé tant que le rat monte sur le mat avant que le son soit délivré.
Ainsi lors de ce test PCA modifié, une diminution du nombre d’essais reflete le stress de

I’animal.

Durant ce stress répété, les animaux mémorisent parfaitement le contexte. En effet, lorsqu’ils sont
replacés dans I’enceinte servant pour le test, méme des semaines ou des mois apres la derniere séance,
les animaux s’agrippent immédiatement a la tige de bois sans que soient délivrés ni son, ni choc

électrique.

4) Test du water-maze ou labyrinthe aquatique

Ce test vise a étudier les capacités d’apprentissage et de mémorisation des animaux, afin d'associer
pour chaque animal les anomalies neuropathologiques éventuellement observées a la réalité des
troubles cognitifs.

Le test retenu fait appel a la capacité d'orientation visuo-spatiale des rats afin de sortir de 1’eau
(figure 21) ; il est pratiqué dans un container en Plexiglas® opaque (120 x 55 x 40 cm) rempli d'eau
tiede (25°C) a 27 cm de hauteur. Le test se déroule en cinq jours consécutifs (J15 a J19) a raison d'une
séance par jour. Le temps maximum imparti a chaque animal pour sortir de l'eau est de 180 secondes.
En cas d'échec, le rat est sorti de I’eau par I’expérimentateur. Le nombre d'erreurs d’orientation et le
temps de parcours sont enregistrés. Apres chaque séance, les animaux sont placés dans une enceinte
chauffante afin de les sécher.

Lors de nos expérimentations, le test du water-maze est systématiquement précédé d’une séance
de rappel du contexte stressant en placant les rats pendant deux minutes dans la cage du « pole-

climbing test » sans déclencher le choc électrique.

sortie___|

—

entrée

Figure 21 : schéma du labyrinthe aquatique
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5) Prélevements des échantillons biologiques

5.1- Prélevements d’échantillons sanguins

N

Les échantillons sanguins sont destinés a la détermination de la corticostéronémie, de
I’aldostéronémie et de 1’activité cholinestérasique (ChE).

Apres prélevement intracardiaque ou apres sacrifice des animaux par décapitation, le sang est
collecté sur tube hépariné. Un aliquot de sang total est dilué au dixieme dans de la saponine 1%, ceci
afin d’assurer ’hémolyse des globules rouges et une bonne conservation a -80° C. Les dilutions sont
immédiatement placées dans 1’azote liquide puis transférées a -80°C jusqu'a 1’analyse. Cet échantillon
est destiné a la mesure des activités ChE et AChE sanguines.

Le reste du sang est centrifugé et des aliquots de plasma sont conservés a -80°C jusqu’au

dosage de la corticostérone et de 1’aldostérone.

5.2- Prélevements des structures cérébrales

A la fin du protocole, les rats sont euthanasiés par décapitation. Les cerveaux sont rapidement
extraits de la boite crinienne et placés sur un support en aluminium en contact avec de la glace (4°C
environ). Différentes structures cérébrales sont ensuite prélevées par microdissection a ’aide de
disséqueurs en verre : hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex frontal. Toutes les structures
cérébrales, hors hypothalamus, sont séparées en deux lots d’échantillons (correspondant aux
hémispheres droit et gauche). Entre chaque rat, les disséqueurs sont rincés a I’eau PPI, essuyés a 1’aide
d’une compresse stérile puis passés au stérilisateur a billes.

Les structures droites, destinées aux mesures de ChE, sont placées dans des tubes Eppendorf®
étiquetés et immédiatement congelées dans 1’azote liquide puis placées a -80°C jusqu'a I’analyse.

Les structures gauches et 1’hypothalamus, destinés au dosage des ARNm par RT-PCR, sont déposés,
apres dissection, dans un tube Eppendorf® stérile préalablement taré et contenant 500 uL de RNAlater
(Ambion, Courtaboeuf, France). Les échantillons doivent étre inférieurs a2 5 mm d’épaisseur afin d’assurer
une bonne pénétration du RNAlater dans les tissus et ainsi une protection optimale des échantillons. En
effet, les ARN sont des structures particulierement fragiles et rapidement dégradées. Les tubes sont ensuite
placés a 4°C pendant 24 heures (au maximum) puis pesés avant d’étre stockés a -20°C en attente de

I’extraction des ARN.

5.3- Préléevements des cerveaux fixés

Au préalable, durant le dernier jour du labyrinthe aquatique, les animaux regoivent deux injections
i.p. de BrdU (bromodéoxyuridine ; Sigma, France) (50 mg/kg). La BrdU est un nucléotide analogue de
la thymidine qui s’incorpore dans I’ADN des cellules en phase S de prolifération. Cette administration
est destinée a la mesure de la prolifération cellulaire par détection immunohistologique. La BrdU est

extemporanément diluée dans du NaCl 0,9%.
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Pour les techniques immunohistologiques réalisées sur coupes de tissus, il est nécessaire de figer
la structure des tissus. L’étape de fixation permet d’immobiliser les molécules in situ (en particulier les
antigenes) et de préserver ’aspect structural du tissu. Elle est réalisée in vivo par utilisation de formol
acétique (4% final) puis de formol salin pour la post-fixation, selon le protocole décrit, succinctement,
ci-dessous.

Les rats sont anesthésiés au pentobarbital sodique (Ceva Santé Animale, France) administré par
voie intrapéritonéale (1uL/g), puis perfusés par voie intracardiaque par du sérum physiologique
hépariné (héparine Choay® 5000 U/mL final) au débit de 25 mL/min, afin de laver le cerveau de toutes
traces de sang avant la fixation et ainsi d’éviter le dépdt de caillots sanguins au niveau cérébral. Le
formol acétique 4% est perfusé en intracardiaque a raison de 100 mL pour 100 g de rat a un débit de
25 mL/min.

Le cerveau est ensuite délicatement extrait de la boite cranienne en s’assurant d’éliminer
soigneusement les méninges. Il est ensuite immergé dans du liquide de post-fixation (formol salin)

pendant 6 a 24 heures.

6) Dosage des ARNm par PCR quantitative

Cette technique comprend différentes étapes qui sont: l’extraction des ARN messagers, la

transcription inverse puis la PCR en temps réel.

6.1- Extraction des ARN messagers (ARNm) par le MagNA pure

Les prélevements cérébraux sont retirés du RNAlater et placés dans un tampon de lyse contenant
du thyocyanate de guanidine (RLT buffer, Qiagen, Courtaboeuf, France) a une concentration de
200 mg de tissu par millilitre de tampon. Apres ajout de deux billes de carbure de tungsténe dans
chaque tube, I’échantillon est broyé a 1’aide du broyeur a billes MM300 (Rescht, Haa, Allemagne)
pendant 150 secondes a 30 Hz. Les lysats obtenus sont ensuite placés a -80°C en attente de I’extraction
des ARNm.

L’extraction est effectuée par I’automate MagNApure® (Roche Applied Science, Mannheim,
Allemagne) a I’aide d’un kit d’extraction (Isolation kit II tissue) a partir de 40 uLL de lysat (soit 8 mg
de tissu). Un volume final de 50 puL contenant les ARNm est élué puis stocké a 4°C.

L’extraction est basée sur l'utilisation de la queue poly-A pour identifier les ARNm. Apres
broyage du tissu, les ARNm libérés dans le lysat sont mis en présence d’oligodéoxythymidine
(oligo(dT)) complexés a de la biotine. Les oligo(dT), oligonucléotides comprenant 6 T, vont se fixer
de facon complémentaire aux poly-A présents en 3’ de I’ARNm. L’échantillon est ensuite incubé en
présence de billes magnétiques complexées a la streptavidine (SMPs). La liaison biotine-streptavidine
forme des complexes ARNm-oligo(dT)-SMPs. Un aimant mobile permet d’isoler ces complexes et les

ARNm qui leurs sont complexés. Les ARNm sont ensuite élués.
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6.2- Transcription inverse

La transcription inverse (RT) est réalisée immédiatement apres extraction (Reverse Transcription
Core Kit, Eurogentec, Seraing, Belgique). Cette étape correspond a la synthése d’un ADN
complémentaire (ADNCc) a partir des ARNm précédemment extraits.

Conformément aux recommandations du fournisseur, 4 uL. d’ARNm (soit 0,6 mg de tissu) sont
mis en présence d’un mix (volume final 10 puL) contenant 1 uL de tampon 10X, 2 uL de MgCl,
(25 mM), 2 uL de mix contenant les nucléotides (2,5 mM), 0,5 uL d’oligo(dT) (50 uM), 0,2 uLL d’un
inhibiteur de RNase (20U/uL) et 0,25 uLL d’enzyme (Euroscript Reverse Transcriptase ; 50 U/uL). Les
tubes contenant le mélange réactionnel sont incubés a 25°C pendant 10 minutes afin de dénaturer les
structures secondaires de I’ARN. Puis I’incubation se poursuit pendant 30 minutes a 48°C,
température optimale d’activité de I’enzyme. A I’issue de cette étape, I’enzyme est dénaturée a 95°C
pendant 5 minutes. Les échantillons d’ADN complémentaire (ADNCc) sont ensuite placés dans la glace

pendant 5 minutes puis stockés a -20°C jusqu’a la réalisation des PCR.

6.3- PCR quantitative en temps réel

La PCR (Polymerase Chain Reaction) ou polymérisation par extension d’amorces est une
technique d’amplification de I’ADN mise au point par Mullis en 1986 (Mullis et al. 1986)). En 1992,
la possibilité de suivre I’amplification de I’ADN cycle par cycle (PCR en temps réel) a permis a cette
technique de devenir la méthode de référence de quantification des acides nucléiques (Higuchi et al.
1992). Dans notre protocole, la fluorescence est émise par un intercalant (SybrGreen) qui n’est
fluorescent que lorsqu’il est lié¢ a I’ ADN double brin.

La PCR quantitative, développée ultérieurement, a pour but de quantifier un échantillon d’ADNc
amplifié a I’aide d’amorces spécifiques. Le produit de la PCR est détecté en mesurant en continu (d’ol
le terme de « temps réel ») la fluorescence causée par la liaison du SybrGreen a I’ADN double brin.
Cet intercalant permet donc de révéler I’accumulation des amplicons synthétisés au terme de chaque
étape d’extension de la PCR. La dénaturation a pour effet de libérer les molécules de SybrGreen en
solution, entratnant une diminution de la fluorescence.

6.3.1 - Dessin des amorces

Le dessin des amorces est effectué a 1’aide du logiciel MacVector Software (Accelrys, San Diego,
USA). Ces amorces sont synthétisées par le laboratoire Eurogentec (Saraing, Belgique). Les séquences
des amorces sens et anti-sens utilisées lors de nos expérimentations sont récapitulées en annexes 1 et 2.

La spécificité de I’amplification de la PCR est vérifiée par 1’analyse de la courbe de fusion
(comme décrit par Peinnequin et al. 2004). Les pics de fusion issus du produit de RT et de I’ADN

recombinant spécifique doivent étre identiques.

-76 -



>

II - Méthodologie

6.3.2 - Réaction de polymérisation en chaine

La PCR quantitative en temps réel est réalisée dans un thermocycleur «Light Cycler a
capillaires » (Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne) avec le réactif Fast Start DNA Master
SYBR Green kit (Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne). Le volume final de 20 uL contient
0,25 uL. de solution d’ADNc (soit 15 ug de tissu), du MgCl, a une concentration de 4 ou 5 mM et
chaque amorce a une concentration optimisée de 0,4 ou 0,5 uM (annexes 1 et 2).

Apres une phase d’activation de la polymérase de 10 minutes a 95°C, 50 cycles d’amplification
sont réalisés. Chaque cycle d’amplification comprend trois étapes :

- la dénaturation correspondant a la séparation des deux brins d’ADN (20 s 2 95°C) ;

- D’hybridation correspondant a la fixation des amorces sur leur séquence complémentaire

d’ADNc (température dépendante de la taille et de la composition en bases de I’amorce : 52 a
62 °C pendant 5 s) ;

- enfin I’élongation correspondant a la synthese des brins d’ADNc (8 s a 72°C).

Apres amplification, I’ADN amplifié est caractéris€ par une courbe de fusion qui permet de
déterminer la température de fusion (Tm) de ce produit. Le Tm correspond a la température a laquelle
la moitié des molécules d’ADN présentes dans une solution sont dénaturées. Dans un environnement

chimique donné, le Tm est une caractéristique de la molécule d’ADN (figure 22).
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Figure 22 : A- courbe de fusion : mesure de la fluorescence en continu en fonction de la température,
pendant une phase de chauffage lente (de la « température d’hybridation + 10°C » jusqu’a 95°C a
raison de 0,1°C/s) ; B- pic de fusion : la courbe représente 1’opposée de la fonction dérivée de la
fluorescence mesurée pendant la fusion en fonction de la température. Elle permet d’identifier la
température de fusion (Tm) (Logiciel Light Cycler Software v.3.5, Roche Applied Science Mannheim,
Allemagne). Le tracé de couleur bleue, rectiligne, correspond au controle négatif contenant le mélange
des réactifs de la PCR sans I’ADNc.

6.3.3 - Analyse des résultats

La synthese d’ ADN réalisée a chaque cycle est estimée par la mesure de la fluorescence a la fin de

chaque étape d’élongation. Cette mesure permet de tracer la courbe de fluorescence en fonction du
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nombre de cycles d’amplification (figure 23). Cette courbe est composée de trois parties : une phase
initiale exponentielle, une phase intermédiaire pendant laquelle le rendement de la réaction diminue et
une phase finale « plateau » qui traduit I’arrét de I’amplification. La mesure de la fluorescence pendant
la phase exponentielle permet de déterminer le cycle de sortie (C, ou C; en fonction de la méthode de
détermination utilisée). Cette valeur correspond au cycle d’amplification auquel la fluorescence die a
I’ ADN synthétisé est significativement supérieure au bruit de fond. Le C; est d’autant plus précoce que
la quantité d’ADNc cible présent initialement dans la réaction est importante. Il est utilisé pour

calculer la quantité d’ ADNc initiale sur la base d’'un modele exponentiel de 1’amplification.
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Figure 23 : courbe de fluorescence en fonction du nombre de cycles d’amplification.

La spécificité de I’amplification est vérifiée par une étude de la courbe de fusion pour chaque
échantillon, avant la phase d’analyse quantitative. Pour chaque échantillon, le C; est déterminé par la
méthode dite du « maximum de la dérivée seconde » (C, sdm ; logiciel LightCycler Software v.3.5,
Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne). Cette méthode, indépendante du manipulateur,
permet d’augmenter le ratio signal sur bruit en mesurant le C, a la fin de la phase exponentielle en
utilisant la méthode de la dérivée seconde.

La quantification relative de I’ADNc présent dans chaque échantillon est réalisée par rapport au
pool de la totalit¢ des échantillons de chaque structure (calibrateur) par la méthode dite de
« comparaison des cycles de sorties » (comparative threshold cycle method , Livak & Schmittgen
2001). Cette méthode, basée sur un modele mathématique exponentiel, utilise les différences de C,

entre chaque échantillon et le calibrateur pour le géne cible et les genes de référence. Elle suppose une

-78 -



II - Méthodologie

efficacité théorique de PCR de 100%. Nous avons donc utilisé une méthode alternative qui prend en
compte ’efficacité réelle de la PCR (Pfaffl 2001). L’efficacité de la PCR est mesurée pour chaque
échantillon en utilisant le logiciel LinReg (Ramakers et al. 2003). La moyenne des efficacités
mesurées dans les échantillons est utilisée dans les calculs comme décrit récemment (Cikos et al.
2007).

Pour tenir compte des différences de rendement des étapes pré-analytiques (extraction d’ARN,
reverse transcription ...) entre les échantillons, les résultats sont normalisés par rapport a des controles
internes appelés « genes de référence ». Cette normalisation est effectuée par la moyenne géométrique
d’au moins trois genes de référence validés sur nos échantillons (Vandesompele et al. 2002). Cette
méthode permet de déterminer 2 I’aide du logiciel Genorm® d’une part les genes de référence les plus
stables et d’autre part le nombre de genes de référence a utiliser. En raison du modele mathématique
choisi, ce nombre ne peut étre inférieur a trois. Dans notre étude la normalisation obtenue par la
moyenne géométrique de CycA (cyclophilin A), ARBP (acidic ribosomal phosphoprotein) et HPRT
(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) est validée par le logiciel. Son coefficient de
stabilit¢ (0,12) est inférieure au seuil de 0,15, valeur a partir de laquelle I’ajout d’un gene de

normalisation supplémentaire est nécessaire (Vandesompele et al. 2002).

7) Dosages sanguins et cérébraux

7.1- Détermination de la concentration plasmatique en corticostérone

La détermination quantitative de la corticostérone plasmatique (recueillie sur héparine) est
effectuée par radio-immuno-assay (RIA) en utilisant le kit « Coat-A-Count Rat corticosterone »
(Diagnostics Products Corporation, USA). Le principe consiste a doser la corticostérone par liaison
compétitive a des anticorps spécifiques anti-corticostérone. La technique de RIA est basée sur une
compétition entre la corticostérone marquée (fournie par le kit) et celle non marquée de I’échantillon
pour se fixer sur des anticorps fixés (coatés) au fond des tubes de dosage fournis par le kit.

Apres décongélation a température ambiante, les échantillons de plasma sont centrifugés pendant
15 minutes a 4000 g afin d’éliminer les débris cellulaires. Une quantité connue de corticostérone
marquée a I’iode 125 (**’I) est ajoutée a 50 uL de I’échantillon plasmatique. Le mélange est mis en
présence d’une quantité connue d’anticorps spécifique anti-corticostérone fixés au fond des tubes de
dosage. La corticostérone marquée et celle non marquée vont alors se fixer aux anticorps. Apres
centrifugation et élimination du surnageant par aspiration, la radioactivité présente dans le culot (qui
contient les complexes corticostérone-anticorps et corticostérone marquée-anticorps) est déterminée a
I’aide d’un compteur gamma. Plus la corticostéronémie est élevée, plus il existe de complexes
corticostérone-anticorps et moins il existe de complexes avec la corticostérone marquée a 1’iode donc

N

moins la radioactivité est élevée. La quantification est réalisée grice a une courbe de calibration
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réalisée avec un étalon de corticostérone non marquée fourni par le kit. Les essais sont réalisés en
triplicate.

Ce kit possede une tres bonne sensibilité puisqu’il permet la détection d’une concentration
minimale de 5,7 ng/mL et présente des coefficients de variation (CV) faibles et uniformes (CV intra-
essai : 4% ; CV inter-essai : 5%). Par ailleurs, la spécificité théorique de ce test est de 100% pour la

corticostérone de Rat.

7.2- Détermination de la concentration plasmatique en aldostérone

La détermination quantitative de 1’aldostérone plasmatique (recueillie sur héparine) est effectuée
par RIA en utilisant le kit DSL-8600 ACTIVE® (Diagnostic System Laboratories, USA). Le principe
du dosage et de la quantification sont les mémes que pour le dosage de la corticostérone plasmatique.

Les essais sont réalisés en triplicate avec une prise d’essai de 100 pL. Ce kit permet la détection
d’une concentration minimale de 7,64 ng/mL. Les coefficients intra et inter-essai sont respectivement
de 4% et 10%. Par ailleurs, ce test est hautement spécifique puisque la spécificité théorique est de
100% pour I’adostérone de Rat.

Du fait d’un manque de plasma, la détermination de la concentration plasmatique en aldostérone

n’a pu étre réalisée qu’au délai J12.

7.3- Détermination de I’activité cholinestérasique sanguine

La mesure de I’activité enzymatique ChE repose sur la méthode d’Ellman (Ellman et al. 1961),
méthode indirecte, modifiée pour étre standardisée sur I’automate de biochimie HITACHI 712. C’est
une méthode de mesure cinétique de I’activité qui mesure les variations d’absorbance d’un
chromogene, le TNB (acide 5-mercapto-2-nitrobenzoique). Le substrat de 1’enzyme dont on veut
mesurer I’activité est constitué par I’acétylthiocholine (ACtCh) (figure 24). Les produits formés sont
la thiocholine et 1’acétate. Le groupement thiol de la thiocholine réduit le DTNB (acide dithio-5,5 bis-
(nitro-2 benzoique)) en TNB, composé jaune mesuré a 415 nm. Les conditions opératoires sont

déterminées de maniere a mesurer la vitesse initiale, et la pente de la droite permet de calculer

l'activité enzymatique.

Acétylthiocholine + H,O = Thiocholine + acétate

Cholinestérase

Thiocholine + DTNB —  2-nitro-5-mercaptobenzoate (Amax = 415 nm) + choline oxydée

Figure 24 : schéma de la réaction d’Ellman
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Le substrat est I’ ACtCh 2 la concentration finale de 1 mmol.L". Le chromogene, le DTNB est a la
concentation finale de 0,25 mmol.L"'. La réaction est réalisée dans le tampon phosphate 52 mmol.L"'
pH 7,2. Pour un volume réactionnel total de 542 uL, le volume de prise d’essai est de 12 uL. de sang
total dilué au 1/10 (dans la saponine).

La réduction du DTNB en TNB est déterminée par mesure de 1’absorbance a 415 nm apres 4 min
de réaction. A ce délai, la coloration est encore directement proportionnelle a 1’activité
cholinestérasique. Celle-ci est exprimée en U/L (umol ACtCh hydrolysées/min/L).

Dans le but de maintenir la PB liée a I’enzyme jusqu’au dosage, les échantillons sont maintenus a
4°C apres décongélation. La quantification est réalisée grace a une vérification quotidienne par le
standard « calibrator cfas » (Roche, France). Apres passage de ce standard, ayant mesuré la vitesse de
la réaction enzymatique et connaissant ’activité cible, 1’appareillage peut calculer un facteur de
proportionnalité appelé K facteur (Kf). Celui-ci permet de convertir les vitesses initiales mesurées
pour chaque échantillon en activité enzymatique.

La limite de détection de ce test est de 20 U/L et les précisions intra et inter-essai sont,
respectivement, de 0,9% et 0,8%.

L’activité AChE est déterminée de la méme facon, apres inhibition de 1’activité BuChE par un
inhibiteur spécifique, I'iso-OMPA (tetraisopropyl pyrophosphoramide ; Sigma, France) dont la
concentration dans le milieu réactionnel final est de 10 umol.L™". L inhibiteur est incubé en présence

de I’échantillon pendant 3 heures a 4°C.

7.4- Détermination de I’activité cholinestérasique cérébrale

Les dosages sont effectués sur les parties droites des prélevements conservées a -80°C jusqu’au
moment du dosage. L activité ChE et les taux de protéines sont déterminés sur les structures cérébrales

apres broyage et extraction de celles-ci, réalisés selon le protocole suivant :

- homogénéisation des structures cérébrales au potter de Thomas (1300 tr/min), refroidi par de
la glace fondante, dans 700 uL d’une solution de saccharose 0,32 mol.L"'/ TRIS/HCI
50 mmol.L" pH 7,4 ;

- centrifugation de I’homogénat 15 min a 1000 g a 8°C ;

- le surnageant est prélevé et conservé sur de la glace pilée jusqu’a I’analyse qui intervient dans

la demi-heure : mesure de I’activité ChE et dosage des protéines.

Deux aliquots de 120 uL de surnageant sont ensuite ajoutés a 40 uL de TRIS saccharose contenant
ou non de I'iso-OMPA. L’activité ChE est ensuite déterminée, en présence ou non de I’inhibiteur comme
décrit précédemment sur I’automate de biochimie Hitachi 712. La prise d’essai d’échantillon est de 6 pL,

le volume de DTNB (0,26 mM) est de 330 uL et celui de I’ACtCh (17,8 mM) est de 20 pL.
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Tous les résultats sont rapportés a la teneur en protéines mesurée sur les surnageants des broyats
cérébraux par la méthode B.C.A. (Pierce Chemical Company, Rockford, IL, USA) standardisée sur
I’automate de biochimie Hitachi 712. Les résultats sont exprimés en mU/mg de protéines.

La méthode B.C.A. est une technique dite « Biuret » améliorée. L’échantillon a doser est mis en
présence d’une solution alcaline d’acide bicinchoninique (BCA) et de CuSO, de coloration verte. Les
ions Cu” formés créent avec le BCA un complexe coloré en pourpre dont 1’absorbance est mesurée a
562 nm (figure 25). L’absorbance ou densité optique mesurée présente une proportionnalité a la
concentration en protéines de I’échantillon. Une gamme étalon de protéines réalisée avec de

I’albumine sérique bovine (BSA) permet la quantification.

milieu alcalin

Protéine + Cu* EE—— Complexe de tetradente -Cu *

Cu *+ 2 acide Bicinchoninique (BCA) — >  Complexe BCA -Cu*

Figure 25 : principe de la technique BCA de dosage des protéines

8) Techniques d’immunomarquages et de coloration sur coupes cérébrales

L'observation de coupes de tissus ou d'organes se fait a 1'échelle cellulaire et subcellulaire par
I'intermédiaire de la microscopie optique. Les coupes examinées sont le fruit de procédures techniques
qui requierent plusieurs étapes successives : fixation, inclusion, coupes, marquage (ou coloration),

montage puis observation.

8.1- Fixation, inclusion en paraffine et coupes

Les cerveaux ont été fixés in vivo puis post-fixés comme décrit précédemment.

Les tissus nerveux étant épais, il faut réaliser des coupes fines et régulieres. Or pour cela le tissu
doit étre préalablement inclus. L’inclusion permet la conservation de 1’échantillon et a pour objectif
d’imprégner totalement les cellules d’une substance durcissante qui permettra la réalisation des
coupes. La substance la plus utilisée pour I’inclusion en vue d’une observation en microscopie optique
est la paraffine. La paraffine étant hydrophobe, le prélevement doit tout d’abord subir une
déshydratation par immersion dans des bains d’alcool de degrés croissants puis dans des bains de
toluene. Apres déshydratation, ’imprégnation du tissu s’effectue dans un moule contenant une
paraffine maintenue a 1’état liquide (le point de fusion de la paraffine est d’environ 58°C), qui infiltre

alors tout le tissu. Apres refroidissement, I’organe se trouve inclus a I’intérieur du bloc de paraffine.
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Des coupes sériées de 5 micrometres d’épaisseur (ou 10 um pour les immunomarquages des

jonctions serrées) de chaque cerveau ont été réalisées a 1’aide d’un microtome et apres récupération en

milieu liquide (bain-marie a 40°C) étalées sur des lames silanisées, traitées électrostatiquement

(Starfrost, Milian, France), puis séchées a I’étuve a 56°C pendant 12 heures.

Lors de cette étude, nous avons sélectionné 2 zones d’intérét par cerveau (18 lames a 5 pm et 6

lames a 10 pm par plan) a raison de 2 coupes par lame. Les coupes ont donc été réalisées au niveau de

différents plans, identifiés a ’aide de I’ Atlas « The Rat Brain in stereotaxic coordinates » 2¢m &dition

Paxinos et Watson (Academic Press 1986) :

le striatum postérieur (bregma -0,8 a -1,4) (annexe 3) permet d’observer la zone
subventriculaire impliquée dans la neurogenese. L’observation de cette structure est
particulierement intéressante pour visualiser I’apoptose ainsi que la prolifération cellulaire
pouvant €tre induite par les différents traitements administrés aux animaux.

I’hippocampe antérieur (bregma -2,56 a -3,6) (annexe 4) permet I’observation de marquage au
niveau du CA1l, CA3 et de la zone subgranulaire du gyrus dente. L hippocampe est une
structure  particulierement impliquée dans les processus d’apprentissage. Les
immunomarquages réalisés au niveau de cette structure nous permettront de visualiser les
éventuels effets du stress et de la PB sur les performances de nos animaux dans le labyrinthe

aquatique.

8.2- Etude sur coupes histologiques

Lors de cette étude, différents immunomarquages ont été réalisés :

AChE: la PB étant un anticholinestérasique, nous avons choisi de réaliser des
immunomarquages anti-AChE afin de mettre en évidence une éventuelle différence de
marquage chez les animaux traités par cette molécule ;

IgG et albumine : certaines études mettant en évidence des effets de la PB au niveau du SNC,
nous avons choisi d’utiliser des anticorps dirigés contre I'IgG et ’albumine afin de visualiser
une éventuelle rupture de la BHE facilitant le passage de molécules circulantes au niveau du
SNC. Par ailleurs, 1’albumine possede un poids moléculaire inférieur a celui de I'IgG. Nous
voulions ainsi tenter de déterminer la taille de I’éventuelle rupture de BHE ;

Claudine 5 : protéine des jonctions serrées permettant de vérifier I'intégrité de la BHE ;

BrdU dans le but d’étudier la prolifération cellulaire induite par le stress, le traitement par la

PB ou leur association ;

L'immunohistologie correspond a l'immunomarquage des tissus biologiques utilisant des anticorps

spécifiques et une enzyme comme révélateur. Dans les protocoles que nous avons mis en ceuvre, il s’agit
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d’immunomarquage indirect puisqu’un premier anticorps va se fixer a I’antigeéne. Puis un second anticorps
couplé a la biotine et dirigé contre le premier anticorps permet la révélation apres amplification par liaison

de la biotine 2 I’extrAvidine® (Sigma, France), elle-méme couplée a une peroxydase (figure 26).

@ ExtrAvidine © -

peroxydase

QDAR @
Coloration brune

@ Anticor ps secondaire

biotinylé Anticorps primaire

Sites non spécifiques BrdU

Figure 26 : principe de I'immunomarquage de type indirect extrAvidine® biotine peroxydase. Aprés
fixation de I’anticorps primaire sur I’antigéne, 1/ I’anticorps secondaire portant une molécule de
biotine se fixe a I’anticorps primaire, 2/ la biotine fixe un complexe extravidine peroxydase, 3/ la DAB
oxydée forme un précipité brun.

Les marquages a la peroxydase présentent certains inconvénients :

- la peroxydase peut étre inactivée par I’oxygene, 1’acide hypochlorique et I’azide de sodium. I1
est donc conseillé d’utiliser une eau tres pure.

- la présence de peroxydase endogene dans certains tissus (macrophages, globules rouges) peut
augmenter le bruit de fond. Pour cette raison, dans nos protocoles nous avons une étape
d’inhibition des peroxydases endogenes.

L’immunomarquage comprend cinq étapes importantes, apres déparaffinage et éventuel

démasquage :

- Dinactivation des peroxydases endogenes ;

- la saturation des sites non spécifiques ;

- I'immunomarquage par lui-méme grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques et la révélation ;
- la contre-coloration ;

- le montage entre lame et lamelle.

NB : dans le but d’obtenir le meilleur marquage compatible avec une détérioration minimale des
tissus, les procédures immunohistologiques ont été établies apres des essais préliminaires. Nous avons
fait varier plusieurs paramétres (quantité de tampon a utiliser, épaisseur des coupes, dilution optimale
de chaque anticorps) en marquant des coupes de cerveau de rats destinés aux mises au point. La
technique décrite ici est celle grdce a laquelle nous avons obtenu le meilleur marquage.
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8.2.1 - Etapes précédant la technique immunohistologique

Le déparaffinage permet d’éliminer la paraffine présente autour des coupes. Celles-ci sont ensuite

réhydratées afin de pouvoir travailler en milieu aqueux (dans du tampon TBS). Brievement, les lames
sont déparaffinées dans trois bains successifs de toluene (3 fois 5 minutes) puis réhydratées dans des
bains d’éthanol de degrés décroissants (5 minutes chaque bain) : 2 bains d’alcool 100°, un bain
d’alcool 95°, un bain d’alcool 80°, un bain d’alcool 70° puis un bain d’eau distillée.

Le « démasquage antigénique » est nécessaire pour I’immunomarquage anti-BrdU. Ainsi, afin de

faciliter I’acces de Dl'anticorps a la BrdU, nous avons utilisé une technique de «démasquage »
classique a I’HCI.

Les sections tissulaires destinées au marquage par les anticorps dirigés contre les antigénes
BrdU sont incubées a 65°C durant 30 minutes dans I’HCI 1N. Apres une incubation de 5 minutes dans
I’acide borique a température ambiante, les lames sont placées dans du TBS 1X.

Cerclage des coupes au stylo DakoPen (Dako SA, Trappes, France).

8.2.2 - Réaction immunohistologique

Inhibition des peroxydases endogenes : les coupes sont incubées pendant 10 minutes dans du

tampon TBS contenant 0,3% de peroxyde d’hydrogene (H,O,) afin d’inactiver les peroxydases

endogenes responsables du bruit de fond. Ce mélange est préparé extemporanément.

Equilibration de I’osmolarité dans du Tampon Tris Salin (TBS) dilué au 1/10°™, appelé TBS 1X.

Saturation des sites de_fixation non spécifique des anticorps : selon I’origine de 1’anticorps

secondaire, les coupes sont incubées pendant 30 minutes dans du sérum normal de chevre (GIBCO,
France) ou d’ane (Béthyl, Interchim, France) dilués au 1/ 10*™ dans du TBS 1X.

L’immunomarguage est ensuite réalisé par incubation des coupes en présence d’un anticorps

primaire spécifique de 1’antigene étudié. Une amplification du marquage est réalisée par utilisation
d’un anticorps secondaire couplé a la biotine qui se fixe a I’anticorps primaire. La révélation est

obtenue par utilisation du systéme biotine/streptavidine-peroxydase.

- Anticorps primaire : les anticorps primaires sont appliqués aux dilutions indiquées dans le
tableau joint (annexe 5), pendant une nuit a 4°C, en chambre humide. La dilution des
anticorps se fait dans du TBS 1X contenant 2% de sérum de chévre (ou d’&ne pour
I’albumine). Il faut compter environ 150 puL d’anticorps dilué par coupe. Trois rincages de 15
minutes dans du TBS 1X sont ensuite effectués a I’issue de 1’incubation.

- Anticorps secondaire : ce sont des anticorps biotinylés de cheévre anti-souris ou anti-lapin
(Sigma, France) ou d’4ne anti-mouton (dilués au 1/50°™ dans du TBS 1X contenant 2% de
sérum de chevre ou d’ane). Apres dilution, 1’anticorps est appliqué pendant 45 minutes a
37°C. Puis on rince trois fois 5 minutes dans du TBS 1X.

- Application du complexe streptavidine-peroxydase (Sigma, France) dilué au 1/50°™ dans du TBS
1X pendant 45 minutes. Les coupes sont ensuite rincées trois fois 5 minutes dans du TBS 1X.
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- Révélation de l’activité peroxydase par application du chromogeéne 3,3’-diaminobenzidine
tétrahydrochloride (DAB) pendant 3 a 5 minutes (Sigma, France). Puis on rince a I’eau
courante. Ce chromogéne est oxydé par la peroxydase et donne un précipité brun insoluble
dans I’eau et les solvants organiques.

Contre-coloration avec 1I’hématoxyline de Harris (Merck, France), pendant 5 secondes. Les

noyaux cellulaires bleuissent a 1’eau courante pendant 5 minutes. L’hématoxyline est un colorant
basique qui colore en bleu les structures acides (ADN, ARN) du noyau et du réticulum endoplasmique
rugueux (RER). La contre-coloration des noyaux facilite le comptage des cellules.

Montage avec lamelles dans un baume synthétique (Eukitt®, Dutscher, France) aprés

déshydratation dans des bains d’éthanol croissant.

8.2.3 - Les contrdles

Divers types de contrdle ont été réalisés :

Des controles positifs d’une ouverture de la BHE ont été réalisés en utilisant des coupes de
cerveaux de rats prélevés 48 heures apres injection unique (200 mg/kg, i.p., 1mL/kg) de (S)-(+)-3-
chloro-1, 2-propanediol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) (Willis et al. 2004).

Des contrdles négatifs ont été réalisés pour chaque antigeéne détecté, sans 1’anticorps primaire.

8.2.4 - Coloration histologique classique

Les colorations réalisées sur coupes accentuent les contrastes et permettent ainsi de mieux
reconnaitre les différents éléments de la préparation. Comme les colorants sont en solution aqueuse,
les coupes doivent d'abord subir une réhydratation.

Lors de cette étude, une coloration Hémalun-Phloxine (H&P) est réalisée (Lillie & Fullmer 1976).
L’hémalun est un colorant basique qui colore en bleu les structures acides (ADN, ARN) du noyau et
du réticulum endoplasmique rugueux. La phloxine est un colorant acide qui colore les structures
basiques (protéines cytoplasmiques) en rose. Le cytoplasme apparaitra donc en rose.

Comme pour les immunomarquages, les lames sont préalablement déparaffinées dans du toluene
(3 bains d’une minute) puis réhydratées dans des bains successifs d’éthanol de concentration
décroissante avant d’étre rincées pendant 5 minutes a 1’eau courante. Elles sont ensuite plongées
pendant 15 secondes dans une solution d’hémalun, rincées puis placées dans de la phloxine (3%)
pendant 2 minutes 30. Apres plusieurs rincages dans des bains d’eau courante, les coupes cérébrales
sont déshydratées par des bains successifs d’éthanol de concentration croissante, placées dans deux
bains de toluene (3 minutes) puis montées entre lame et lamelle grace a l'utilisation d’un baume

synthétique (Eukitt®, Dutscher, France).
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8.2.5 - La technique TUNEL

Au cours de la mort cellulaire par apoptose, des endonucléases induites provoquent une
fragmentation de I’ ADN et générent des extrémités 3’OH libres.

Le terme TUNEL vient de TdT (Terminal déoxynucleotidyl transferase) mediated dUTP-biotin
Nick End Labelling. Cette méthode consiste a ajouter, aux extrémités 3’OH libres, un nucléotide
marqué a la biotine mis en évidence suite a une réaction avec la streptavidine peroxydase.

Apres déparaffinage et réhydratation des lames, une incubation de 15 minutes a température
ambiante en présence de protéinase K a 20 ug/mL est effectuée pour perméabiliser les membranes
nucléaires, rendant ainsi I’ADN accessible a ’enzyme. Puis les peroxydases endogenes sont inactivées
par I’ajout d’H,O, couplé au méthanol déposé sur chaque lame pendant 5 minutes a température
ambiante. Un mélange de nucléotides biotinylés et de I’enzyme TdT est incubé a 37°C pendant 1H30 a
I’obscurité et en chambre humide.

La réaction est ensuite arrétée par incubation dans du tampon stop (fourni par le kit Apoptag,
Calbiochem).

Les nucléotides biotinylés sont détectés en utilisant un conjugué streptavidine peroxydase. Celui-
ci est placé sur les coupes pendant 30 minutes a température ambiante.

Enfin, la DAB réagit avec la peroxydase en générant un produit brun permettant de visualiser les
cellules dites « TUNEL positives ». Une contre-coloration a I’hématoxyline est ensuite réalisée, puis

les lames sont déshydratées et montées entre lame et lamelle.

9) Analyses statistiques

La majorité des résultats est présentée sous la forme moyenne + SEM (Standard Error Mean) de n
individus ; n étant indiqué pour chaque groupe.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées au moyen du logiciel Statistica® Software version
7.1 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) par analyse Anova-Manova, suivie d’une analyse post-hoc en
utilisant le test de Newman-Keuls.

Au niveau des résultats, * représente une significativité au seuil de 5% ; ** correspond a une
significativité au seuil de 1% et *** représente un effet significatif avec une probabilité d’erreur
inférieure a 0,1%.

Le groupe « contrdle » est défini comme le lot sham-eau.
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Protocoles expérimentaux

Lors de ce travail, trois expérimentations ont été réalisées. Pour chacune d’elles, nous présenterons

succinctement les objectifs poursuivis et le déroulement de 1’étude.

1) Expérimentation I : pré-expérimentation

1.1- Objectifs de I’étude

Cette étude a été réalisée dans le but de (i) vérifier que les modifications apportées au test original

de PCA induisent bien un stress et (ii) vérifier I’efficacité du traitement par la pyridostigmine
administrée par voie orale a la posologie de 1,5 mg/kg.

La validité du modele de stress est évaluée par le suivi du poids des animaux et la détermination
des stéroides circulants (corticostérone, aldostérone). La posologie et la voie d’administration choisies
pour le traitement par la PB sont validées en terme d’inhibition des activités ChE et AChE
périphériques.

1.2- Déroulement de I’étude

Lors de cette expérimentation, 32 rats Wistar males adultes sont répartis, des leur arrivée, en 4 lots
de 8 animaux : sham-eau, sham-PB, PCA-eau, PCA-PB.

De J1 aJ5 etde J8 a J12, ils recoivent la PB (ou I’eau) par voie orale a la posologie de 1,5 mg/kg
puis sont soumis au test PCA 30 minutes apres le traitement.

Des prélevements sanguins en intracardiaque sont réalisés sous anesthésie a I’halothane a JO et J§,
avant toute expérimentation et a J5 juste apres la séance quotidienne de PCA. A J12, immédiatement
apres la derniere séance de PCA, les animaux sont décapités et le sang est prélevé.

Les prélevements sanguins sont destinés a une étude cinétique des taux de corticostérone et
d’activités ChE et AChE sanguines. Par ailleurs, les prélevements sanguins obtenus a J12 ont permis
la mesure des taux plasmatiques d’aldostérone.

En parallele, différentes structures cérébrales sont prélevées a J12 (striatum, hippocampe et cortex
frontal) afin de vérifier une éventuelle inhibition des activités ChE et AChE cérébrales induite par 10

jours de traitement par la PB.

2) Expérimentation II: conséquences comportementales, histologiques et
moléculaires semi-retardées

2.1- Objectifs de I’étude

Cette étude a été réalisée dans le but d’évaluer, ex vivo, les éventuelles conséquences

comportementales, cellulaires et moléculaires semi-retardées de 1’association du stress et du traitement

par la PB.
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2.2- Déroulement de I’étude

Lors de cette expérimentation, 32 rats Wistar males adultes sont répartis, dés leur arrivée, en 4 lots
de 8 animaux comme précédemment décrit.

De J1 aJ5 et de J8 a J12, les animaux recoivent la PB (ou I’eau) par voie orale a la posologie de
1,5 mg/kg puis sont soumis au test PCA 30 minutes apres le traitement.

2.2.1 - Test comportemental

Le test du labyrinthe aquatique est réalisé de J15 a J19. 1l est systématiquement précédé d’une
séance de rappel du contexte stressant en plagant les rats pendant deux minutes dans la cage de « pole-
climbing test » sans déclenchement des chocs électriques.

Le nombre d'erreurs et le temps de parcours sont enregistrés.

2.2.2 - Préléevements

Les prélevements cérébraux sont effectués a J22, soit 3 jours apres la fin du test du labyrinthe
aquatique et 10 jours apres la fin du stress et du traitement.

Pour chaque lot de 8 animaux, 3 rats sont destinés au prélevement du cerveau fixé dans le but de
déterminer les conséquences histopathologiques du traitement. Comme spécifié précédemment, ces
animaux regoivent, au préalable, durant le dernier jour du labyrinthe aquatique, deux injections i.p. de
BrdU.

Sur les 5 animaux restants, différentes structures cérébrales sont prélevées : hypothalamus,
hippocampe, cortex frontal et striatum. Les structures gauches et 1’hypothalamus sont destinés a
I’évaluation des conséquences moléculaires du traitement grace a la réalisation de PCR. Les structures
droites sont prélevées dans le but de déterminer les activités ChE et AChE cérébrales.

2.2.3 - Evaluation de I’expression génique

Lors de cette expérience, nous nous sommes intéressés a I’expression de différents genes :

- cFos et cJun, deux genes dont I’expression permet d’évaluer I’activation cellulaire ;

- AChE: la PB inhibant de facon réversible 1’activit¢é AChE, nous avons choisi d’évaluer

I’expression du gene de cette enzyme ;

- GFAP et S100p afin de mettre en évidence une éventuelle activation gliale ainsi que la qualité

neuronale des différentes structures cérébrales.

Chaque couple d’amorces utilisées a été mis au point par la réalisation de gammes de dilution a
partir d’un pool total de nos échantillons pour chaque structure. La mise au point des PCR a été
validée lorsque la pente avoisinait -3,32 correspondant a une efficacité théorique de PCR de 100%.
Les échantillons ont alors été passés individuellement dans les conditions de PCR précédemment

validées.
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3) Expérimentation III : conséquences moléculaires précoces

3.1- Objectif de I’étude

Le but de cette expérimentation est d’évaluer les conséquences moléculaires observées

immédiatement apres 10 jours de stress et de traitement par la PB.

3.2- Déroulement de I’étude

Lors de cette expérimentation, 32 rats Wistar males adultes sont répartis, dés leur arrivée, en 4 lots
de 8 animaux comme précédemment décrit.

De J1 aJ5 et de J8 a J12, les animaux recoivent la PB (ou 1’eau) par voie orale a la posologie de
1,5 mg/kg puis sont soumis au test PCA 30 minutes apres le traitement.

3.2.1 - Prélevements

A J12, soit juste apreés la derniere séance de stress et de traitement par la PB, I’hypothalamus,
I’hippocampe, le cortex frontal et le striatum sont disséqués et placés dans du RNAlater. Ces
prélevements sont destinés aux analyses d’expression génique par biologie moléculaire.

3.2.2 - Evaluation de I’expression génique

L’activité transcriptionnelle de différents genes a été évaluée par PCR. Cette expérimentation a été
conduite en deux temps :

- dans un premier temps, nous avons évalué 1’expression d’un grand nombre de genes afin de
cibler ceux dont les variations d’expression semblaient importantes. Les PCR ont alors été réalisées
sur 4 pools correspondant a nos 4 lots d’animaux et ce pour chaque structure cérébrale choisie
(hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex frontal). Nous avons choisi d’étudier I’expression des
ARNm de différents genes impliqués dans la régulation de ’axe HPA, et dont la transcription est
affectée par le stress (Hsp70, I-xB, II-1a, GR, MR, MCIP1 et CRF). Par ailleurs, lors du test du
labyrinthe aquatique (expérimentation II), nous avons évalué les capacités d’apprentissage de nos
animaux ; nous avons donc estimé, dans cette expérimentation III, I’expression de différents genes
impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (CamKIla, BDNF et TrkB).

- dans un second temps, et au vu des résultats sur les pools, nous avons évalué individuellement
dans I’hypothalamus et dans I"hippocampe, 1’expression des genes suivants : Hsp70, I-kB, Il-1a, MR,
GR, CamKlIla, BDNF et TrkB. Par ailleurs comme pour I’expérimentation II, nous avons choisi
d’étudier, individuellement, c-Fos, c-Jun et AChE.

L’activation de la transcription de NF-kB est déterminée par 1’analyse de I’expression des ARNm

de son inhibiteur I-kB, comme suggéré par 1’équipe de Bottero (Bottero et al. 2003)
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L’objectif de ce travail est d’évaluer les effets d’un stress répété, tel que peut le subir tout
combattant en opérations, associé au pré-traitement par la pyridostigmine, sur le fonctionnement
cérébral et les fonctions cognitives. En effet, des expérimentations antérieures réalisées au laboratoire
font soupconner I’instauration de séquelles tardives chez le Rat suite a un stress répété associé a la
prise chronique de PB.

Les expérimentations présentées dans ce manuscrit visent a évaluer, ex vivo, les conséquences
cellulaires et moléculaires précoces et semi-retardées de 1’association PB et stress répété. Différentes
expérimentations ont été menées : (i) la premiere visant a valider le modele de stress utilisé ainsi que la
posologie et la voie d’administration de la PB; (ii) la seconde permettant d’étudier les effets des
différents traitements administrés au niveau comportemental ainsi que les conséquences histologiques et
moléculaires semi-retardées de ces traitements ; (iii) enfin, nous avons évalué les effets du stress et de la
PB sur la transcription de plusieurs genes dans différentes structures cérébrales au délai J12,
immédiatement apres le stress.

Durant ces différentes études, un suivi des animaux a été réalisé. Il apparait qu’au cours de la
phase de «quarantaine », c’est-a-dire pendant les deux semaines qui ont suivi la réception des
animaux, et avant I’expérimentation, les rats n’ont manifesté aucun trouble particulier lors de leur
séjour a ’animalerie. Aprés administration, per os, de PB (1,5 mg/kg), aucune modification du

comportement spontané n’a été constatée.

1) Résultats du test du Pole Climbing Avoidance (PCA)

A Torigine, le Pole Climbing Avoidance (PCA) a été développé en tant que test d’apprentissage

utilisant un stimulus auditif (Le Poncin-Lafitte et al. 1982). Pour les besoins de nos études, ce test a été
modifié afin d’appliquer un stress répété aux animaux avec la particularité qu’ils puissent y échapper.
Des études préliminaires réalisées au laboratoire ont permis de valider les parametres permettant
d’induire ce type de stress. Ainsi, chaque session quotidienne de PCA dure 25 minutes (au lieu de 10
dans le test classique) et ce test est appliqué pendant 10 jours (au lieu de 5).

Les résultats obtenus pour 1’ensemble des trois expérimentations (96 animaux) sont présentés
dans la figure 27.

L’application du PCA modifié induit une «impulsivité » accrue des animaux, que traduit la
diminution du nombre d’essais par séance. Le rat, cherchant a anticiper a tout prix le choc électrique,
ne tient plus compte du stimulus sonore pour s’accrocher au mat.

L’analyse statistique globale par ANOVA mesures répétées des résultats du PCA révele un effet
du stress (F(10, 74) = 39,865 ; p < 0,001), aucun effet de la PB (F(10, 74) = 0,59 ; p = 0,82) et aucune
interaction entre le stress et la PB (F(10, 74) = 0,59 ; p = 0,82).
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L’analyse post-hoc (test Newman-Keuls, NK) montre que le stress se traduit par une diminution
significative du nombre d’essais mesurés, des le premier jour d’application du PCA et lors de chaque

session quotidienne (***, p <0,001, PCA vs sham ; test NK).
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Figure 27 : Représentation du nombre d’essais mesurés quotidiennement pour chaque groupe
expérimental lors du test du Pole Climbing. Les valeurs sont exprimées en moyenne du nombre
d’essais £ SEM (n =24 par lot). Dés J1, les animaux soumis au test PCA présentent un nombre
d’essais inférieur aux animaux des lots « sham » (***, p < 0,001 ; PCA vs sham ; test NK).

2) Pré-expérimentation : validation du modéele de stress et du choix de la posologie et
de la voie d’administration de la pyridostigmine

Nous rappelons que le but de cette étude est de valider notre modele expérimental en termes de

stress et de traitement par la PB.

2.1- Validation du choix du PCA en tant que modéele de stress

Lors de cette pré-expérimentation, du sang est prélevé a JO et J8, avant toute manipulation, et a J5

et J12, immédiatement apres la séance de PCA.

2.1.1 - Evolution de la concentration plasmatique en corticostérone

La cinétique d’évolution des taux plasmatiques de corticostérone mesurés immédiatement avant
(JO et J8) et apres les séances de PCA (a J5 et J12) est présentée dans le tableau 7. Les valeurs sont

présentées en ng/mL.
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JO J5 J8 J12
Sham-eau 77+ 16 182 +37 109 +24 190 + 54
Sham-PB 94+ 16 196 +26 252 +£43 180 =50
PCA-eau 126 + 30 565 + 34 #** 172 +78 627 £ 93 H**
PCA-PB 240 + 60 593 & 54 #** 241 +£49 710 + 44 #**

Tableau 7 : évolution des taux plasmatiques de corticostérone chez les animaux des 4 lots avant
application (JO et J8) et juste apres application (J5 et J12) du PCA. Les valeurs sont exprimées en
ng/mL et représentent la moyenne de chaque groupe + SEM (n = 8 par lot). Les différences
statistiquement significatives entre les différents groupes et le lot contréle «sham-eau » du jour
considéré sont présentées (***, p < 0,001 ; test NK).

L’analyse statistique par ANOVA répétée a deux facteurs révele un effet global du stress
(F(4,23)=27,104 ; p <0,001), aucun effet de la PB (F(4, 23) = 1,92 ; p = 0,14) et aucune interaction
entre le stress et la PB (F(4, 23) = 0,69 ; p = 0,60).

L’analyse statistique a ensuite été réalisée, délai par délai, par le test de Newman-Keuls.

A JO, les animaux des groupes « PCA » présentent, avant toute expérimentation, des taux plus
élevés de corticostérone que les animaux des lots « sham ». Toutefois, le test de Newman-Keuls (NK)
montre que les quatre lots ne sont pas significativement différents. Il est a noter que les taux plus
élevés de corticostérone observés chez les lots PCA sont dus a la présence de quatre animaux (deux
par lot) présentant des valeurs particulierement élevées (> 200 ng/mL de corticostérone plasmatique).

A J5, le test NK montre que l’application du test PCA se traduit par une augmentation
significative des taux de corticostérone d’un facteur 3 que les animaux soient traités ou non par la PB
(p < 0,001, comparaison au lot sham-eau ; test NK). Le traitement par la PB ne modifie pas I’effet
induit par le test PCA.

A J8, c'est-a-dire deux jours apres interruption du test PCA et du traitement, la corticostéronémie
mesurée, avant réalisation du test, chez les deux lots d’animaux « PCA » sont équivalentes a celles
observées a JO.

A J12, comme a J5, I’application du PCA se traduit par une hypercorticostéronémie puisqu’on
assiste a une augmentation d’un facteur 3 des taux plasmatiques mesurés chez les animaux soumis au

PCA (p < 0,001, comparaison au lot sham-eau ; test NK).

2.1.2 - Evolution de la concentration plasmatique en aldostérone

L’effet du test PCA modifié sur les concentrations plasmatiques d’aldostérone est présenté dans le
tableau 8. Il est important de spécifier que lors de cette expérimentation, les 32 animaux n’ont été

soumis a aucune anesthésie ni a aucun prélevement intermédiaire. Nous avons donc déterminé les taux
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plasmatiques d’aldostérone a J12, immédiatement apres la derniere séance de PCA. Ces valeurs sont

exprimées en pg/mL.

Concentration en

aldostérone
Sham-eau 447 + 61
Sham-PB 477 £43
PCA-eau 1499 + 221 *%**
PCA-PB 1239 +£132  *

Tableau 8 : taux plasmatiques d’aldostérone chez les animaux des 4 lots juste apres la derniere
application du PCA, soit a J12. Les valeurs sont exprimées en pg/mL et représentent la moyenne de
chaque groupe + SEM (n = 8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont présentées (*,
p < 0,05, *¥** p < 0,001 ; comparaison au lot sham-eau ; test NK).

L’analyse statistique ANOVA suivie du test de Newman-Keuls révele que chez les animaux
recevant ou non la PB, I'application du PCA se traduit par une augmentation des concentrations
plasmatiques d’aldostérone (p<0,001, PCA-eau vs sham-eau ; p < 0,05, PCA-PB vs sham-eau ; test
NK). De plus, I’analyse statistique révele que la PB diminue I’effet induit par le PCA sur les

concentrations plasmatiques d’aldostérone (p < 0,05, PCA-PB vs PCA-eau ; test NK).

2.1.3 - Evolution du poids des animaux

Au cours des 10 jours de test PCA, les animaux traités ou non par la PB n’ont manifesté aucun
trouble particulier lors de leur séjour a I’animalerie. Il est cependant a noter que les animaux des lots
« stress » ont fréquemment présenté des selles molles pendant les 25 minutes de chaque séance

quotidienne de PCA.

Poids des animaux

Les animaux des 4 groupes présentent un poids équivalent au début de I’expérimentation
(337 £ 3 2). En 12 jours, le poids des animaux « sham-eau » a évolué de 337 +5,6 ga 354 +£7,3 g. Ence
qui concerne les animaux non-stressés traités par la PB, leur poids a évolué de 329 + 7 ga 347+9,3 g.
Enfin, le poids des animaux « PCA-eau » et « PCA-PB » initialement de 343 + 5,9 g et de 339 + 5,3 g,
respectivement, a diminué pour atteindre 339 + 7,8 g et 336 £+ 5,8 g, respectivement, a J12.

Apres 10 jours de test PCA, le poids des animaux soumis au PCA differe de celui des animaux

« sham » (351 + 5,6 g vs 338 + 4,8 g, respectivement) (p < 0,05, PCA vs sham ; test NK).
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Gain de poids des animaux

Le gain de poids quotidien des animaux est représenté par la figure 28. A la fin des 10 jours de
test PCA et de traitement, les animaux des groupes « sham-eau » et « sham-PB » présentent un gain de
poidsde 17 £2,5 get 19 £+ 3,8 g, respectivement. A I'inverse, les rats des lots « PCA-eau » et « PCA-
PB » montrent une perte de poids de 4 + 2,8 g chez les animaux non traités et de 2 +2,2 g chez les

animaux recevant de la PB.
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Figure 28 : représentation du gain de poids des animaux mesuré avant chaque séance quotidienne de
test du Pole Climbing. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 8 par lot). Les différences
statistiquement significatives sont présentées (*, p < 0,05 ; *** p < 0,001 ; PCA vs sham ; test NK).
Le gain de poids est évalué par rapport a J1.

L’analyse statistique ANOVA mesures répétées a deux facteurs révele un effet du PCA (F(9,
19) =7,33; p < 0,001), aucun effet de la PB (F(9, 19) = 1,14 ; p = 0,38) et aucune interaction entre le
test PCA etla PB (F(9, 19) = 1,69 ; p =0,16).

L’analyse statistique a ensuite été réalisée, délai par délai, par le test NK et révele que, des J4, les
animaux soumis au test PCA présentent un plus faible gain de poids, voire une perte de poids, par
rapport aux rats des lots « sham » (p < 0,05, PCA vs sham). Cet effet se poursuit jusqu’au dernier jour
de I’expérimentation (p < 0,001, PCA vs sham). Le traitement par la PB ne modifie pas I’effet du test

du pole climbing.

En résumé, les animaux soumis au test PCA présentent une hypercorticostéronémie et une
augmentation des taux plasmatiques d’aldostérone. L’application du test PCA modifié active donc
I’axe HPA traduisant une réaction de stress. Les animaux des lots « PCA » montrent par ailleurs une

perte de poids lorsqu’ils sont comparés aux animaux « sham » placés dans la méme enceinte que les
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lots « PCA » mais sans application de choc électrique. Nous pouvons donc en conclure que les
modifications apportées a la version originale du PCA induisent, chez le rat Wistar mdle adulte, un
stress se traduisant par des modifications des constantes biologiques. Ainsi les animaux soumis au test
PCA modifié seront désormais dénommés dans la suite de ce manuscrit, lots « stress-eau » ou « stress-
PB ».

De plus, nous avons constaté des troubles gastro-intestinaux chez les animaux soumis au test
PCA. Enfin des travaux préliminaires menés au laboratoire ont mis en évidence que les animaux
replacés dans les mémes conditions expérimentales, six mois apres la fin du stress mais sans
application de choc électrique, s’accrochent immédiatement au mdt. On note donc une persistance de

la réaction de I’animal pendant plusieurs mois.

2.2- Validation de la voie d’administration et de la posologie du traitement par la
pyridostigmine

2.2.1 - Cinétique de I’activité cholinestérasique (ChE) sanguine

Les effets d’un traitement oral par la PB (1,5 mg/kg par jour) sur I’activité cholinestérasique (ChE)

sanguine sont présentés dans le tableau 9. Les valeurs sont données en unités par litre (U/L).

JO JS J8 J12
Sham-eau 1843 £ 77 1789 £52 2095 + 57 1905 + 149
Sham-PB 1898 + 55 1219 + 40 *** 2161 =38 1026 £ 51 ***
Stress-eau 1920 + 46 1782 £ 56 2184 + 127 1880 + 80
Stress-PB 1968 + 97 999 + 95 #** 2172 + 50 1078 £ 50 *#%*

Tableau 9 : évolution de I’activité ChE sanguine des animaux des différents groupes, déterminée & JO
et J8 immédiatement avant le traitement par la PB, et 5 et 12 jours apres le PCA. Les valeurs sont
exprimées en U/L et représentent la moyenne = SEM (n = 8 par lot). Les différences statistiquement
significatives entre les lots traités et non traités par la PB par rapport au contrdle « sham-eau » sont
présentées (***, p < 0,001, PB vs eau ; test NK).

L’analyse statistique ANOV A mesures répétées a deux facteurs révele un effet du traitement par la
PB (F(4,22) =57,98 ; p < 0,001) mais ne montre aucun effet du stress (F(4, 22) = 0,88 ; p=0,49) ni
aucune interaction entre le stress et la PB (F(4, 22) = 0,68 ; p = 0,61).

L’analyse statistique a ensuite été réalisée, délai par délai, par le test NK et révele qu’a JO, avant
toute expérimentation, les animaux des quatre lots ne sont pas statistiquement différents. A aucun

délai, on ne note d’effet du stress sur ’activité ChE du sang.
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A J5, ’administration de PB se traduit par une diminution de ’activité ChE sanguine chez les
animaux « sham-PB » (-37%, p < 0,001, sham-PB vs sham-eau ; test NK). Cette inhibition se retrouve
aJ12 (-44%, p < 0,001, sham-PB vs sham-eau ; test NK).

L’inhibition de I’activité ChE sanguine est également observée lorsque le stress est associé au pré-
traitement a JS et 2 J12 (p < 0,001, stress-PB vs sham-eau ; test NK).

A J8, c'est-a-dire apres deux jours d’interruption du stress et du traitement, 1’effet inhibiteur de la
PB n’est plus observé. En effet, pour chacun des lots, les valeurs obtenues ne different pas de celles
observées a JO.

2.2.2 - Cinétique de I’activité AChE sanguine

Lors du dosage, 'utilisation d’iso-OMPA, inhibiteur spécifique de la BuChE, permet de mesurer
I’activité acétylcholinestérasique (AChE) seule. Les effets d’un traitement oral par la PB (1,5 mg/kg

par jour) sur I’activité AChE sanguine sont présentés dans le tableau 10. Les valeurs sont données en

unités par litre (U/L).

JO J5 J8 J12
Sham-eau 1252 + 51 1481 £ 66 1472 £ 71 1607 + 147
Sham-PB 1302 £ 86 854 + 30 *** 1548 £52 1160 + 88
Stress-eau 1503 £53 1483 £ 97 1643 + 122 1822 + 209
Stress-PB 1393 £75 889 £ 56 *** 1693 £ 94 1208 £ 122 ***

Tableau 10 : évolution de I’activité AChE sanguine des animaux des différents groupes, déterminée a
JO et J8, immédiatement avant le traitement par la PB, et 5 et 12 jours apres la séance de PCA, soit 1
heure apres traitement par ’eau ou la PB. Les valeurs sont exprimées en U/L et représentent la
moyenne + SEM (n = 8 par lot). Les différences statistiquement significatives entre les lots traités et
non traités par la PB par rapport au controle « sham-eau » sont présentées (***, p < 0,001 ; PB vs eau ;
test NK).

L’analyse statistique ANOV A mesures répétées a deux facteurs révele un effet du traitement par la
PB (F(4,25) =747 ; p < 0,001), aucun effet du stress (F(4, 25) = 1,94 ; p = 0,13) et aucune interaction
entre le stress et la PB (F(4, 25) = 0,25 ; p=0,91).

L’analyse statistique, délai par délai, par le test NK révele les faits suivants :

- A JO, les animaux des quatre lots présentent une activit¢é AChE sanguine similaire et ne sont
donc pas différenciables.

- Pour chacun des délais, on ne note pas d’effet significatif du stress sur I’activité AChE.
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- A J5, Ieffet du traitement par la PB est observé chez les animaux « sham » (-42%, p < 0,001,
sham-PB vs sham-eau ; test NK) comme chez les lots « stress » (-40%, p < 0,001, stress-PB vs sham-
eau ; test NK).

- A J8, c'est-a-dire apres deux jours d’interruption du PCA et du traitement, I’effet inhibiteur de la
PB a disparu. Pour chacun des lots, les activités ne different pas significativement des valeurs
observées a JO.

- A J12, on note une diminution non significative de 28% de I’activité AChE chez les animaux non
stressés (p = 0,29). Par contre chez les animaux stressés, le traitement par la PB se traduit par une
diminution significative de I’activité AChE (-31%, p < 0,001, stress-PB vs sham-eau ; test NK). Le lot
stress-PB ne differe pas significativement du lot stress-eau (p = 0,075). Les valeurs a J12 ne different

pas significativement des valeurs observées a J5 quel que soit le lot étudié.

En résumé, le traitement par voie orale d’'une dose de 1,5 mg/kg de PB se traduit par une
inhibition des activités ChE et AChE sanguines de ['ordre de 30 a 40 %. Ce taux d’inhibition
correspond aux recommandations de I’OTAN dans le cadre de ['utilisation de la PB en cas de menace
chimique. La voie d’administration et la posologie que nous avons retenues, chez le Rat, miment le

pré-traitement administré aux soldats.

2.3- Effets du stress et de la pyridostigmine sur les activités ChE et AChE cérébrales

A J12, c'est-a-dire apres la derniere séance de PCA quotidienne, les cerveaux des rats ont été
prélevés pour la détermination des activités ChE et AChE au niveau de trois structures cérébrales :

I’hippocampe, le striatum et le cortex frontal.

2.3.1 - Activité cholinestérasique cérébrale

Les mesures de l’activit¢é ChE de trois structures cérébrales apres 10 jours de stress et de
traitement par la PB sont présentées dans la figure 29. L’activité ChE est exprimée en U/g de
protéines.

Au niveau de I’hippocampe comme du cortex frontal, I’analyse statistique ANOVA suivie du test
NK révele que ni le stress, ni la PB ne modifient I’activité ChE.

Au niveau du striatum, le stress induit une inhibition de cette activité aussi bien chez les animaux
traités par la PB (-27%, p < 0,05, stress-PB vs sham-eau ; test NK) que chez les rats non traités (-35%,
p < 0,01, stress-eau vs sham-eau ; test NK). Aucun effet significatif du traitement par la PB sur

I’activité ChE striatale n’est observé.
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Figure 29 : activité cholinestérasique cérébrale au niveau de trois structures cérébrales prélevées
immédiatement apres la derniere séance de PCA. Les valeurs exprimées en U/g de protéines
représentent la moyenne + SEM (n =8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont
présentées (*, p < 0,05 ; **, p < 0,01 ; comparaison au lot contréle « sham-eau » ; test NK).

2.3.2 - Activité AChE cérébrale

L’utilisation d’iso-OMPA permet d’inhiber I’activit¢ BuChE et ainsi de mesurer I’activit¢é AChE

cérébrale. Les mesures de cette activité dans trois structures cérébrales apres 10 jours de stress et de

traitement par la PB sont présentées dans la figure 30. L’activité AChE est exprimée en U/g de protéines.
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Figure 30: Activitt AChE cérébrale au niveau de trois structures cérébrales prélevées
immédiatement apres la derniere séance de PCA. Les valeurs, exprimées en U/g de protéines,
représentent la moyenne + SEM (n = 8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont
présentées (**, p < 0,01 ; comparaison au lot contrdle « sham-eau » ; test NK).
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L’analyse statistique ANOVA suivie du test NK révele que ni I’application du PCA, ni le
traitement par la PB ne modifient I’activit¢é AChE au niveau de 1’hippocampe comme du cortex
frontal.

Au niveau du striatum, le stress induit une inhibition de I’activité AChE aussi bien chez les
animaux traités par la PB (-32%, p < 0,01, stress-PB vs sham-eau ; test NK) que chez les rats non
traités (-35%, p < 0,01, stress-eau vs sham-eau ; test NK). Aucun effet significatif du traitement par la

PB sur I’activité AChE striatale n’est observé.

En résumé, le traitement par la PB n’induit aucune modification des activités ChE comme AChE
dans les trois structures cérébrales étudiées (hippocampe, striatum et cortex frontal) que les animaux
aient été ou non stressés. Ces résultats suggerent qu’a J12, 1 heure apres traitement par la PB et
immédiatement apres la derniere séance de PCA, la PB n’a eu aucun effet sur l’activité ChE ni AChE
au niveau du SNC. Deux hypothéses peuvent étre avancées : soit la PB n’a pas franchi la BHE, soit

elle I’a franchi mais en quantité insuffisante pour étre détectable au niveau du SNC.

Par contre le test PCA modifié, c'est-a-dire le stress répété, induit une inhibition de ces activités

au niveau du striatum que les animaux aient été ou non traités par la PB.

3) Expérimentation II : effets semi-retardés (J22) du stress et du traitement par la
pyridostigmine

Nous rappelons que cette étude vise a évaluer les conséquences semi-retardées du stress et du
traitement par la PB sur différents parametres : (i) les processus d’apprentissage lors d’un test de
labyrinthe aquatique réalisé de 3 a 7 jours apres l'arrét du stress; (ii) les parametres histo-
pathologiques au niveau cérébral et (iii) I’expression génique au niveau de différentes structures
cérébrales. Les prélevements destinés a évaluer ces deux derniers parametres ont été réalisés a J22 soit

10 jours apres arrét du stress et du traitement, et 3 jours apres la fin du test de labyrinthe aquatique.

3.1- Effets semi-retardés du stress et du traitement sur I’apprentissage des animaux

L’apprentissage est évalué lors du test du labyrinthe aquatique. Pendant ce test, le nombre
d’erreurs ainsi que le temps de parcours des animaux sont relevés. Nous rappelons qu’avant chaque
session de labyrinthe aquatique, les animaux sont placés dans 1’enceinte ayant servi pour le PCA, sans
application du choc électrique, afin de leur rappeler les conditions stressantes.

Les conséquences comportementales de 1’application du stress et du traitement par la PB sont
présentées dans les figures 31 et 32.

3.1.1 - Evolution du nombre d’erreurs des animaux dans le labyrinthe aquatique

La figure 31 présente le nombre d’erreurs enregistrées pour les 4 lots d’animaux lors de chaque

séance quotidienne de labyrinthe aquatique.
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Figure 31 : nombre d’erreurs enregistrées pour les 4 lots d’animaux lors de chaque séance quotidienne
du test du labyrinthe aquatique réalisé de 3 a 7 jours apres la derniere séance de test PCA. Le
graphique représente la moyenne du nombre d’erreurs + SEM (n = 8 par lot) mesuré lors de chaque
session quotidienne de labyrinthe.

L’analyse statistique par ANOVA mesures répétées ne montre aucun effet du stress (F(5,
24)=1,45; p=0,24), aucun effet du traitement par la PB (F(5, 24)=0,45; p=0,81) et aucune
interaction entre ces deux facteurs (F(5, 24) =0,3; p=0,91).

3.1.2 - Evolution du temps de parcours des animaux dans le labyrinthe aquatique

La figure 32 présente le temps de parcours observé pour les 4 lots d’animaux lors de chaque

séance quotidienne de labyrinthe aquatique.
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Figure 32 : représentation des effets du stress et de la PB sur I’apprentissage des 4 lots d’animaux lors
du test du labyrinthe aquatique réalisé de 3 a 7 jours apres la derniere séance du test PCA. Les valeurs
de temps de parcours dans le labyrinthe sont exprimées en secondes et représentent la moyenne
+ SEM (n =8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont présentées (**, p < 0,01 ;
*#** p < 0,001 ; comparaison au lot controle « sham-eau » ; test NK).
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L’analyse statistique globale des résultats par ANOVA mesures répétées démontre, a priori, un
effet du stress (F(5, 24) =3,39 ; p < 0,05) et de la PB (F(5, 24) = 3,85 ; p < 0,05). Cependant 1’analyse
statistique révélant une interaction entre le stress et la PB (F(5, 24) =4,84 ; p < 0,01), ces résultats
doivent étre interprétés avec prudence avant toute conclusion.

L’analyse délai par délai a ensuite été réalisée par le test NK. Quel que soit le délai, le stress
n’induit pas d’effet sur le temps de parcours des animaux non traités. En effet, le temps de parcours
des animaux du lot « stress-eau » ne differe pas de celui observé chez les rats du lot controle « sham-
eau ».

De méme, le traitement par la PB ne modifie pas le temps de parcours des animaux non stressés.

Par contre, les animaux stressés recevant la PB présentent un temps de parcours plus élevé que les
animaux des 3 autres groupes et ceci des J16 (p < 0,01, stress-PB vs sham-eau ; p < 0,001, stress-PB vs
stress-eau et stress-PB vs sham-PB ; test NK). Cet effet se poursuit jusqu’a J19 (p < 0,001, stress-PB

vs sham-eau ; test NK).

Au vu de ces résultats, I’association du stress et de la PB perturbe les capacités d’apprentissage
des rats. Il est cependant a noter que les animaux du lot «stress-PB» continuent a apprendre puisque
leur temps de parcours diminue tout au long du test d’apprentissage et qu’ils ne font pas plus

d’erreurs. Nous pouvons donc plutot suggérer un retard d’apprentissage chez ces animaux.

3.2- Effets semi-retardés du stress et du traitement par la pyridostigmine sur les activités
cholinestérasiques cérébrales

Comme décrit précédemment, I’application du PCA induit, immédiatement apres la derniere
séance de stress (2 J12), une inhibition des activités ChE et AChE au niveau du striatum. Afin
d’évaluer les conséquences plus tardives du PCA et du traitement par la PB, ces deux activités ont été
mesurées a J22, soit 10 jours apres arrét du test et du traitement.

3.2.1 - Détermination de 1’activité ChE cérébrale a J22

Les mesures de I’activité ChE des trois structures cérébrales 10 jours apres arrét du test PCA et du
traitement sont présentées dans la figure 33.

Au niveau du striatum, comme de I’hippocampe, 1’analyse statistique ANOVA suivie du test de
Newman-Keuls ne révele aucun effet significatif du stress, du traitement par la PB ou de leur
association sur I’activité ChE.

Au niveau du cortex frontal, le stress diminue 1’activité ChE (-27%) ; cependant cet effet est a la

limite de la significativité (p = 0,059 ; stress vs sham ; test NK).
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Figure 33 : activité ChE, a J22, mesurée dans I’hippocampe, le striatum et le cortex frontal des
animaux des 4 groupes. Les prélevements ont été effectués 10 jours apres arrét du PCA et du
traitement par la PB et 3 jours apres la fin du test de labyrinthe aquatique. Les valeurs, exprimées
en U/g de protéines, représentent la moyenne + SEM de chaque lot (n = 8 par lot).

3.2.2 - Détermination de 1’activit€é AChE cérébrale a J22

L’activité AChE des trois structures cérébrales, apres inhibition de la BuChE plasmatique par
I’'iso-OMPA, mesurée 10 jours apres arrét du test PCA et du traitement par la PB, est présentée dans

la figure 34.
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Figure 34 : évolution de I’activité AChE des animaux des différents groupes dans 1’hippocampe,
le striatum et le cortex frontal. Les prélevements ont été effectués 10 jours apres arrét du PCA et
du traitement par la PB et 3 jours apres la fin du test de labyrinthe aquatique. Les valeurs,
exprimées en U/g de protéines, représentent la moyenne + SEM de chaque lot (n = 8 par lot).
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Au niveau du striatum, comme de I’hippocampe, 1’analyse statistique ANOVA suivie du test post-
hoc de Newman-Keuls ne révele aucun effet significatif du stress, du traitement par la PB ou de leur
association sur I’activité AChE.

Au niveau du cortex frontal, le stress diminue I’activité AChE (-31%). Cependant I’analyse

statistique révele que cet effet est a la limite de la significativité (p = 0,057 ; stress vs sham ; test NK).

Au vu des résultats présentés ci-dessus, ni ’application du PCA ni le traitement par la PB ne
modifient, de maniére statistiquement significative, les activités ChE et AChE de I’hippocampe, du
cortex frontal ni du striatum, 10 jours apres la fin du stress et du traitement.

L’effet du stress observé a J12, au niveau du striatum, a disparu 10 jours apres arrét du stress et
du traitement. Par contre, [’effet du stress sur ces activités est a la limite de la significativité au niveau

du cortex frontal.

3.3- Conséquences histologiques semi-retardées du stress et du traitement par la
pyridostigmine

3.3.1- Validation des témoins

Témoins d’ouverture de barriere hémato-encéphalique

Afin de visualiser I’effet d’une ouverture de BHE, des témoins positifs ont été réalisés par
traitement d’un animal avec du (S)-(+)-3-chloro-1, 2-propanediol (200 mg/kg, i.p., 1mL/kg), suivi
d’une fixation 48 heures plus tard.

La figure 35 illustre une coupe cérébrale de rat témoin positif aprés immunomarquage anti-albumine.
Nous pouvons observer un important marquage anti-albumine au niveau des noyaux parvocellulaires
oculomoteurs (oculomotor parvocellular nucleus) et des noyaux parvocellulaires rouges (red
parvocellular nucleus) du thalamus. Ce marquage met en évidence la diffusion de 1’albumine des
capillaires dans le tissu cérébral consécutive a une altération de la BHE. Dans ce modele, la rupture de
BHE est observée au niveau de zones cérébrales spécifiques. Aucun marquage n’est observé, quekque
soit la zone cérébrale étudiée, chez le rat « témoin négatif » n’ayant pas recu la molécule (résultats non

présentés).

Contréle négatif d’ immunomarquage

Par ailleurs, pour chaque type d’immunomarquage, nous nous sommes assurés de la spécificité du
marquage en réalisant des controles négatifs en absence d’anticorps primaire. Pour ce faire

I’incubation avec I’anticorps primaire est remplacée par une incubation d’une nuit a 4°C avec du
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TBS 1X. L’observation de ces lames nous a permis de vérifier, pour chaque mise au point réalisée,

I’absence de marquage non spécifique par 1’anticorps secondaire (résultats non présentés).

Figure 35 : coupe cérébrale (5 um d’épaisseur) de rat témoin positif d’une ouverture de BHE suite a
un traitement de 1’animal avec du (S)-(+)-3-chloro-1, 2-propanediol (200 mg/kg, i.p., 1mL/kg).

3.3.2- Coloration hémalun-phloxine

L’hémalun est un colorant basique qui colore en bleu les structures acides (ADN, ARN) du noyau
et du réticulum endoplasmique rugueux. La phloxine est un colorant acide qui colore les structures
basiques (protéines cytoplasmiques) en rose. Le cytoplasme apparaitra donc en rose. Cette coloration
permet de visualiser, notamment, les atteintes cellulaires neurales par apparition d’une condensation
des neurones en dégénérescence.

La figure 36 illustre une coupe cérébrale de rat du lot stress-PB colorée par 1’hémalun-phloxine.
L’observation de I’ensemble des coupes de cerveau colorées a I’hémalun-phloxine ne révele aucune

altération cellulaire quel que soit le traitement et que les animaux aient été€ ou non stressés.

Figure 36 : coloration hémalun-phloxine d’une coupe cérébrale (5 um d’épaisseur) de rat stressé et
traité par la PB A- au niveau de la zone subgranulaire du gyrus dente de 1’hippocampe et B- au niveau
de la zone subventriculaire du striatum.
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3.3.3- Détection de la mort cellulaire programmée par la technique TUNEL

Afin d’évaluer les conséquences du stress, du traitement ou de leur association sur la mort
cellulaire par apoptose, la technique TUNEL a été réalisée sur des coupes cérébrales de 5 um
d’épaisseur. Deux zones cérébrales ont été retenues : la zone subventriculaire (SVZ) du striatum
(Bregma -0,8 a -1,4), site important de neurogénese et la zone subgranulaire (SGZ) de 1’hippocampe
(Bregma -2,56 a -3,6), structure impliquée dans les processus d’apprentissage et de mémorisation.

La figure 37 illustre une cellule dite « TUNEL positive » détectée au niveau du gyrus dente de
I’hippocampe d’un rat « t¢émoin » sham-eau. A J22, soit 10 jours apres arrét du stress et du traitement,
aucune différence de marquage n’est mise en évidence quel que soit le traitement ou le stress subi par
I’animal. Ces résultats montrent que 10 jours aprés arrét du stress et du traitement, aucun effet
neuropathologique, traduit par une augmentation de 1’apoptose, n’est détecté au niveau des structures

étudiées.

T’.

Figure 37 : détection de la mort cellulaire par apoptose au niveau d’une coupe (5 um d’épaisseur) du
gyrus dente de I’hippocampe d’un rat sham-eau. La fleche indique une cellule dite « TUNEL
positive ».

100 pm

3.3.4- Immunomarquage anti-BrdU

La prolifération cellulaire a été mesurée au niveau des deux zones d’intérét choisies. La figure 38
(présentée en page 109) illustre I’'immunomarquage anti-BrdU au niveau de ces deux zones pour
chacun des groupes d’animaux de cette étude.

De nombreuses cellules sont marquées au niveau de la zone subventriculaire (SVZ) alors que tres
peu de cellules sont marquées au niveau de la zone subgranulaire (SGZ) de I’hippocampe. Un
comptage du nombre de cellules marquées a été réalisé, au niveau de la SVZ du striatum, grice au
logiciel ImageJ (MacBiophotonics, USA, version 1.41). Le tableau 11 présente le nombre de cellules

< 2
marquées par mm’.
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Nombre de cellules par

mm’
Sham-eau 282 +15
Sham-PB 296 + 26
Stress-eau 289 +£27
Stress-PB 296 + 18

Tableau 11 : nombre de cellules marquées par mm” au niveau de la zone SVZ du striatum suite 2
I’immunomarquage anti-BrdU sur des coupes cérébrales de rat (5 pm d’épaisseur). Les prélevements
ont été effectués 10 jours apres arrét du stress et du traitement. Les valeurs représentent la moyenne de
chaque groupe + SEM (n = 12 mesures par lot ; 2 coupes par lame, 2 SVZ par coupe et 3 rats par lot).

Le stress seul, le traitement par la PB seul et leur association n’induisent aucune modification du
nombre de cellules marquées au niveau de ces deux zones a J22, soit 10 jours apres 1’arrét du stress et
du traitement, alors que nous observons un retard d’apprentissage dans le labyrinthe aquatique.
L’absence de modification de la prolifération cellulaire est en accord avec les résultats obtenus

concernant la détection des cellules en apoptose.

3.3.5 - Immunomarquage anti-Claudine 5

L’évaluation de I’intégrité de la BHE a été évaluée en réalisant un immunomarquage anti-claudine
5, marqueur des jonctions serrées. La figure 39 illustre une coupe (10 um d’épaisseur) du gyrus dente
de I’hippocampe (Bregma -2,56 a -3,6) d’un rat du lot sham-eau suite a cet immunomarquage.

Apres observation microscopique, le stress, le traitement ou leur association ne se traduisent par

aucune modification de la cohésion des jonctions serrées a J22, soit 10 jours apres arrét du stress et du

traitement.
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Figure 39 : immunomarquage anti-claudine 5 d’une coupe (10 um d’épaisseur) du gyrus dente de
I’hippocampe d’un rat sham-eau (A- grossissement 20 et B- grossissement 40).
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3.3.6 - Inmunomarquage anti-albumine et anti-IgG

Afin d’estimer I’importance d’une éventuelle rupture de BHE induite par le stress, le traitement ou
leur association, deux immunomarquages ont été réalisés avec deux anticorps dirigés contre des
protéines sériques de poids moléculaire croissant : I’'un dirigé contre 1’albumine (poids moléculaire
de 70 kDa) et I’autre contre 1I’'IgG (poids moléculaire de 160 kDa). Les résultats obtenus pour un rat
représentatif de chacun des quatre lots sont présentés sur la figure 40 (présentée en page 110).

L’analyse microscopique de ces différents immunomarquages révele que ni le stress, ni le
traitement par la PB, ni leur association n’entrainent la diffusion des protéines sériques au niveau des
deux zones ciblées. Ainsi, ni notre modele de stress, ni le traitement ni la combinaison du stress et de
la PB ne semblent induire d’ouverture de BHE observable 10 jours apres la fin du stress et du

traitement.

3.3.7 - Inmunomarquage anti-AChE

La pyridostigmine étant un anticholinestérasique, nous nous sommes intéressés a la quantification
de la protéine AChE au niveau du striatum et de 1’hippocampe, nos deux zones d’intérét.

Les figures 41 et 42 (présentées en pages 111 et 112) illustrent 'immunomarquage anti-AChE au
niveau de coupes cérébrales (5 pm d’épaisseur) de rats représentatifs des différents lots. La figure 41
présente les résultats obtenus pour le striatum postérieur et la figure 42 ceux obtenus au niveau de
I’hippocampe. A J22, soit 10 jours apres arrét du stress et du traitement, le stress seul, la PB seule ou
leur association n’influencent pas la quantification de la protéine AChE ni au niveau du striatum ni au

niveau de I’hippocampe.

En résumé, au niveau du striatum comme de I’ hippocampe et avec les marqueurs choisis, le stress,
le traitement par la PB ou leur association n’induisent ni modification histologique ni mort cellulaire
a J22, soit 10 jours apres arrét du stress et du traitement. Par ailleurs, a ce délai, I'immunomarquage
anti-claudine 5 ne révele aucune perturbation de l'intégrité de la BHE ; cet effet est confirmé par
I’absence d’entrée d’albumine ou d’IgG au niveau du striatum et de [’hippocampe. Finalement,
immunomarquage anti-AChE révele que ni le stress, ni la PB ni leur association n’ont de

conséquence sur la quantité de la protéine a J22.
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SVZ striatum SGZ hippocampe

Sham - eau

Sham - PB

Stress - eau

Stress - PB

100 pm

Figure 38 : immunomarquage anti-BrdU d’une coupe cérébrale de Rat (5 um d’épaisseur) au niveau
de la zone subventriculaire (SVZ) du striatum et de la zone subgranulaire (SGZ) de I’hippocampe des
différents groupes d’animaux. Les cellules en prolifération sont marquées en marron.
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Figure 40 : immunomarquage anti-albumine (A et anti-IgG (B) de coupes cérébrales (9 pm) d un rat représentatif de chacun des
quatre lots. Pour chaque immunomarquage, une coupe de chacune des deux zones 4" intérét est présentée.
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Striatum postérieur SVZ du striatum

Sham - eau

Sham - PB

Stress - eau

Stress - PB

Figure 41 : immunomarquage anti-AChE d’une coupe cérébrale de Rat (5 um d’épaisseur) au niveau
du striatum postérieur des différents groupes d’animaux (A a D) et leur grossissement au niveau de la
zone subventriculaire (SVZ) du striatum (E a H).
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Hippocampe antérieur Gyrus Dente de I’hippocampe
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Figure 42 : immunomarquage anti-AChE d’une coupe cérébrale de Rat (5 um d’épaisseur) au niveau
de I’hippocampe antérieur des différents groupes d’animaux (A a D) et leur grossissement au niveau
de I’hippocampe (E a H).
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3.4- Conséquences moléculaires semi-retardées du stress et du traitement par la
pyridostigmine

Nous rappelons que le but de cette expérimentation est d’évaluer les conséquences moléculaires
persistantes du stress comme du traitement par la PB.

Lors de cette expérimentation, la technique des « pools » n’était pas encore mise au point au
laboratoire. La détermination de 1’expression des différents génes a donc été réalisée pour tous les
échantillons. Ultérieurement, la technique dite « des pools » a été développée et utilisée lors de notre
troisieme expérimentation. Les résultats présentés dans le tableau 12 représentent I’expression des
ARNm (en unités arbitraires) des différents genes évaluée échantillon par échantillon dans les
différentes structures cérébrales prélevées a J22.

Au vu des résultats présentés dans le tableau ci-dessous, I’application du PCA comme le
traitement par la PB n’induisent aucune modification semi-retardée de 1’expression des différents
genes étudiés au niveau des 4 structures cérébrales choisies. Il faut cependant garder a 1’esprit que le
stress induit par le PCA, tout comme le traitement par la PB, peuvent éventuellement modifier

I’expression de genes a des délais plus précoces que celui retenu pour cette étude.

Conclusion de ’expérimentation II :

Cette expérimentation a permis de mettre en évidence les faits suivants :

- Si le PCA seul ou le traitement par la PB seul n’induisent aucun effet sur les capacités
d’apprentissage des animaux dans un test de labyrinthe aquatique, leur association apparait
comme délétere pour ces capacités. Cependant les rats continuent a apprendre puisque le
temps de parcours des animaux de ce groupe diminue jour apres jour et qu’ils ne font pas plus
d’erreurs que les animaux des trois autres lots. On parlera donc plutot d’un retard
d’apprentissage.

- le stress seul, le traitement seul ou leur association n’induisent aucune conséquence cellulaire
ou moléculaire au délai J22, soit 10 jours aprés la fin du stress et du traitement par la PB,
pour les genes et les anticorps retenus pour cette étude.

Cette expérimentation ne révélant aucun effet semi-retardé aussi bien au niveau histologique que

moléculaire, une nouvelle étude a alors été conduite afin d’identifier les génes dont 1’expression

pourrait étre modifiée précocement par le PCA, par le traitement ou leur association.
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Lot~ ouucture s cng cFos Jun GFAP S100p
HY 1,19+£0,07 1,21+£0,06 1,22+0,10 1,15+0,15 1,03+0,08
Hpc 0,95+0,04 1,08+0,07 1,29+0,12 1,18+0,02 1,02+0,04
Sham-eau
CxF 0,87 +0,09 0,78+0,06 1,65+0,13 0,83+0,12 1,03+0,03
St 1,13+£0,06 0,79+0,11 139+023 1,27+0,12 1,10+0,06
HY 1,00+0,09 1,00+0,18 1,07+0,10 1,12+0,08 1,01 0,06
Hpc 1,03+0,03 094 +0,18 1,35+0,16 1,10+£0,08 0,95+0,04
Sham-PB
CxF 0,93+0,09 0,81+0,16 147+0,19 0,83+£0,05 0,97 0,06
St 0,97+0,12 0,82+0,15 1,40+0,20 1,17+0,10 1,05+0,07
HY 1,04 £0,04 097+0,16 1,08+0,13 1,02+0,19 0,89+0,07
Hpc 0,92+0,04 0,89+£0,08 1,36+0,09 0,97+0,10 1,03%0,09
Stress-eau
CxF 0,97+0,06 0,77+0,14 1,41+020 0,84+0,06 0,97+0,02
St 0,99 +0,10 0,90+0,18 1,24+0,15 1,19+0,11 1,02+0,02
HY 1,02+0,10 1,11+0,16 1,15+0,15 097+0,11 0,98 0,05
Hpc 0,99 +0,06 097+0,12 1,34+0,05 0,95+£0,07 1,02+0,04
Stress-PB
CxF 0,94+0,05 0,87+0,13 1,54+0,15 0,84+0,08 1,01+0,07
St 0,98 +0,11 093+0,19 1,52+0,19 1,35+0,07 0,99 +0,08

Tableau 12: expression, a J22, des ARNm de différents genes au niveau de I’hypothalamus (HY), de
I’hippocampe (Hpc), du cortex frontal (CxF) et du striatum (St) des animaux des quatre lots
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en unités arbitraires et représentent la moyenne + SEM des
animaux des différents lots (n = 5 par lot).

4) Expérimentation I1I : effets précoces de ’application répétée du PCA et de
I’administration chronique de pyridostigmine

Nous rappelons que le but de cette expérimentation est d’évaluer les conséquences moléculaires
induites immédiatement apres 10 jours de stress et de traitement. L’expression de différents genes a
été évaluée au niveau des structures cérébrales choisies et précédemment décrites. Cette
expérimentation s’est déroulée en deux temps :

- dans un premier temps, les PCR ont été réalisées sur 4 pools correspondant a nos 4 lots

d’animaux et ce, pour chaque structure cérébrale choisie (hypothalamus, hippocampe, striatum et
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cortex frontal). Lors de cette analyse moléculaire, les PCR de chaque pool ont été réalisées en
duplicates ;

- dans un second temps, nous avons évalué individuellement I’expression des geénes suivants :
Hsp70, I-xB, [I-1a, MR, GR, CamKIla, BDNF et TrkB. La transcription de ces différents génes
semblait en effet modifiée lors des PCR sur pools. Par ailleurs, nous avons choisi d’étudier d’autres
genes dont I’expression pourrait étre modulée par 10 jours de stress et de traitement, en réalisant les
PCR directement sur échantillons : c-Fos, c-Jun et AChE. Nous avons limité cette étude a deux
structures : 1’hypothalamus, pour son implication dans 1’activation et la régulation de 1’axe HPA, et
I’hippocampe, structure particulierement sensible au stress et jouant un rdle important dans les

processus d’apprentissage et de mémorisation.

4.1- Modulation de I’expression génique observée au niveau des pools

Il est a noter que I’Il-1 est une cytokine pro-inflammatoire dont la voie de signalisation peut étre
activée suite a la liaison de I’'Il-1a ou de I’Il-1P sur leur récepteur Il-1R1. Lors de cette étude, il nous a
été impossible de détecter 1’expression d’Il-1f ; seuls les résultats concernant I’expression d’IlI-1a sont
donc présentés.

4.1.1 - Expression génique au niveau de 1’hypothalamus

Le tableau 13 présente I’expression des différents genes choisis au niveau de I’hypothalamus des
animaux des 4 pools, juste apres la derniere séance de PCA et 1 heure apres traitement par la PB. Les

valeurs sont présentées comme la moyenne en unités arbitraires (UA) des deux duplicates obtenus.

Hsp70 I-xB Il-1a CamKIla BDNF TrkB MR GR MCIP1 CRF
0,30 0,96 1,37 1,22 1,13 1,22 0,98 1,12 1,23 0,14
Sham-eau
(04-02)  (0,94-099)  (1,39-1,34) (1,2-1,24) (1,16-1,12)  (1,2-1,24) (1-0,96) (1,12-0,08)  (1,22-124)  (0,18-0,09)
Sham-PB 0,45 0,80 1,45 1,25 1,09 1,15 1,25 1,15 1,24 0,15
(0,44-0,46)  (0,76-0,84)  (1,48-1,42) (1,2-1,3) (1,1-1,08) (1,2-1,1) (1,2-1,3) (1-1,3) (1,3-1,18) (0,2-0,1)
1,5 1,25 0,92 1,20 1,08 1,00 0,84 1,10 1,26 0,17
Stress-eau
(1,5-1,5)  (1,24-127)  (0,89-0,94)  (1,13-1,28)  (1,12-1,04)  (1,1-0,9)  (0,88-0,80) (1-1,2) (1,17-1,34)  (0,13-0,21)
Stress.PB 120 1,26 L1 1,26 1,00 1,16 1,17 1,16 1,26 0,16
(1,2-13) (124128 (1,1-1,1) (1,28-124)  (0,95-1,05)  (1,13-1,19)  (1,1-1,23)  (1,2-1,12)  (1,3-122)  (0,19-0,13)

Tableau 13 : modulation de I’expression des ARNm des différents génes au niveau de 1’hypothalamus

des 4 lots expérimentaux. Les valeurs, exprimées en unités arbitraires, représentent la moyenne des
duplicates obtenue pour chaque pool, ainsi que les valeurs de chacun des duplicates.
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Au niveau de I’hypothalamus, le test PCA induit une augmentation de I’expression des ARNm
Hsp70 et I-kB chez les animaux des 2 pools « stress ». Par ailleurs, ces animaux semblent présenter
une expression de I’ARNm II-1a plus faible que les rats des pools « sham ».

L’expression des ARNm codant pour CamKIla, BDNF, TrkB, du CRF et MCIP1 n’est modifiée ni par
le test PCA ni par le traitement par la PB ni par leur association. Par contre, il semble que la PB augmente
I’activité transcriptionnelle des récepteurs aux minéralocorticoides (MR) sans affecter celle des GR.

4.1.2 - Expression génique au niveau de I’hippocampe

Le tableau 14 présente les différences d’expression observées au niveau de 1"hippocampe des animaux
des 4 lots, immédiatement apres la derniere séance de PCA et 1 heure apres traitement par la PB. Les
valeurs sont présentées comme la moyenne en unités arbitraires des deux duplicates obtenus.

Au niveau de I’hippocampe, le test PCA induit une augmentation de la transcription d’Hsp70 et
d’I-xB chez les animaux des 2 pools « stress ».

L’activité transcriptionnelle de I'll-1a, des MR, des GR, du CRF et de MCIP1 n’étant pas
différente entre les 4 pools d’animaux, il semble donc que ni le stress, ni la PB, ni leur association ne
modifient I’expression de ces genes dans cette structure.

Par contre, il apparait que 1’association du stress et de la PB augmente I’activité transcriptionnelle
des genes CamKlIla, BDNF et TrkB au niveau de 1I’hippocampe alors que le stress seul ou le traitement

seul ne modifie pas leur expression.

Hsp70 I-xB II-1a CamKllo BDNF TrkB MR GR CRF MCIP1
0,81 0,70 3,08 1,12 1,65 1,55 0,95 1,12 1,46 1,39
Sham-eau
(0.84-0,78)  (0.75-0.65)  (3,1-3,06) (1.14-1,1) 1,7-1,6) (1,55-1,6) 0.9-1) (1.1-1.15)  (1.47-145)  (1.4-1,38)
Sham-PB 0,66 0,77 3,10 1,05 1,02 1,59 1,05 1,15 1,46 1,37
(0.64-0.68)  (0.8-0.74) (3,3-2,9) (1,08-1,02) (1-1,04) (1,59-1,59) (1-0.09) (1,3-12)  (1,48-143)  (1,4-1.33)
1,93 1,44 3,19 1,14 1,66 1,55 0,92 1,10 1,48 1,32
Stress-eau
(1,92-1,94)  (1,47-139)  (3,18-32)  (1,15-1,13)  (1,68-1,64)  (1,57-1,54)  (0,94-0.9) (1-1.2) (1,5-146)  (1,2-1.44)
Stress-PB 1,78 1,45 2,91 1,95 2,22 2,28 1,08 1,16 1,44 1,30
(1.79-1,77)  (1.49-141)  (2,92-2,9) (1,9-2) (2,24-2,19)  (2,25-23)  (1,1-1.06)  (1,14-1.18)  (1,48-1.39)  (1,28-1.32)

Tableau 14 : modulation de I’expression des ARNm des différents genes au niveau de 1"hippocampe
des 4 lots expérimentaux. Les valeurs, exprimées en unités arbitraires, correspondent a la moyenne des
duplicates obtenue pour chaque pool, ainsi que les valeurs de chacun des duplicates.
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4.1.3 - Expression génique au niveau du cortex frontal

Le tableau 15 présente les différences d’expression observées au niveau du cortex frontal des
animaux des 4 lots, juste apres la derniere séance de PCA et 1 heure apres traitement par la PB. Les

valeurs sont présentées comme la moyenne en unités arbitraires des deux duplicates obtenus.

Hsp70 I-xB II-1la CamKllo. BDNF TrkB MR GR CRF MCIP1

Sham-eau 0,31 0,60 ND 0,55 0,83 0,74 0,93 0,87 ND ND
(0,30-0,32) (0,5-0,7) (0,58-0.51)  (0,8-0,86)  (0,77-0.71)  (0,92-094)  (0,86-0,88)

Sham-PB 0,26 0,60 ND 0,53 0,82 0,71 0,94 0,83 ND ND
(0.26-026)  (0,68-0,52) (04-065)  (0.8-084)  (0,78-0.64)  (0.98-09)  (0,75-0,9)

Stress-eau 1,33 1,02 ND 0,65 0,81 1,05 0,91 0,89 ND ND
(1,25-140)  (1,02-1.01) 0.7:06)  (0,85-0,77)  (1,06-1.04)  (1-085)  (0,89-0,89)

Stress-PB 1,27 1,13 ND 0,65 0,89 1,09 0,90 0,91 ND ND
(125-13)  (1,17-1.09) (0,67-0,62)  (0,83-094)  (1,14-1.05) (1-0.8) (0,96-0,85)

Tableau 15 : modulation de 1’expression des ARNm de différents genes au niveau du cortex frontal
des 4 lots expérimentaux 1. Les valeurs, exprimées en UA, correspondent a la moyenne des duplicates
obtenue pour chaque pool, ainsi que les valeurs de chacun des duplicates. ND, non déterminé.

Au niveau du cortex frontal, le test PCA induit une augmentation de I’expression des ARNm
Hsp70 et I-xB chez les animaux des 2 pools « stress ».

L’expression des ARNm des MR comme des GR n’étant pas significativement différente entre les
4 pools d’animaux, il semble que ni le stress, ni le pré-traitement par la PB, ni leur association ne
modifient I’expression de ces genes dans le cortex frontal.

Par ailleurs, I’expression de I'Il-1a, du CRF et de MCIP1 n’a pu étre détectée au niveau de cette
structure cérébrale, sans doute en raison d’une tres faible expression corticale de ces messagers.

Il semble que le stress augmente ’activité transcriptionnelle de CamKlIla et TrkB au niveau du
cortex frontal. Le traitement par la PB n’a aucun effet sur cette tendance.

4.1.4 - Résultats de I’expression génique au niveau du striatum

Le tableau 16 présente les différences d’expression observées au niveau du striatum des animaux
des 4 lots, immédiatement apres la derniere séance de PCA et 1 heure apres traitement par la PB. Les

valeurs sont présentées comme la moyenne en unités arbitraires.
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Hsp70 I-xB II-la BDNF CamKllo TrkB MR GR CRF MCIP1

Sham-eau 0,74 0,70 ND 1,10 1,30 1,26 1,46 1,17 ND ND
(0,72-0,76)  (0,71-0,69) (1,15-1,05)  (1,32-128)  (1,26-127)  (1,42-1,5)  (1,14-1,2)

Sham-PB 0,54 0,61 ND 1,20 1,25 1,30 1,42 1,18 ND ND
(0,5-0,57)  (0,54-0,67) (125-1,15)  (1,3-1,2)  (1,28-132)  (1,33-1,5)  (1,14-122)

Stress-eau 2,69 1,5 ND 1,27 1,33 1,30 1,42 1,12 ND ND
(2,51-287)  (1,7-1,3) (12-134)  (1,36-1,30)  (1,27-1,33)  (142-14)  (1,04-1,19)

Stress-PB 2,15 1,39 ND 1,10 1,28 1,34 1,45 1,10 ND ND
(2,172,12)  (1,4-1,39) (0,96-0,89)  (1,27-1,28)  (1,33-136)  (1,5-1,39) (1,2-1)

Tableau 16 : modulation de I’expression des ARNm de différents genes au niveau du striatum des 4
lots expérimentaux. Les valeurs, exprimées en unités arbitraires, correspondent a la moyenne des
duplicates obtenue pour chaque pool, ainsi que les valeurs de chacun des duplicates. ND, non
déterminé.

Au niveau du striatum, le test PCA induit une augmentation de 1’expression des ARNm Hsp70 et
I-xB chez les animaux des 2 pools « stress ».

Il apparait que le stress seul, la PB seule ou leur association sont sans effet sur 1’activité
transcriptionnelle du BDNF, de CamKIlla, de TrkB ainsi que sur la transcription des deux récepteurs
aux glucocorticoides. En effet, I’expression de ces différents genes n’est pas différente selon le pool
pris en compte.

Par ailleurs, I’expression de I'Il-1a, du CRF et de MCIP1 n’a pu étre détectée au niveau de cette
structure cérébrale, sans doute en raison d’une tres faible expression de ces messagers au niveau du

striatum.

Alors que ’expression des différents génes étudiés n’est modulée ni par le stress, ni par la PB, ni
par leur association a J22, nos résultats montrent un effet aux délais précoces. En effet, a J12, soit
immédiatement apres la derniére séance de PCA et le dernier traitement par la PB, ces deux facteurs
ou leur association conduisent a la modulation de I’expression des ARNm de différents genes.

1l apparait que le test PCA induit un changement d’activité transcriptionnelle des genes dont
l’expression est affectée par le stress (Hsp70, I-xB) au niveau de toutes les structures cérébrales
étudiées. De plus, I’application de ce test semble diminuer la transcription de I’ll-10. hypothalamique.

Le traitement par la PB semble, quant a lui, induire une augmentation de la transcription des
récepteurs aux minéralocorticoides sans affecter celle des récepteurs aux glucocorticoides au niveau

de I’hypothalamus.
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Finalement, ’association du stress et du traitement par la PB augmente [’expression de trois
genes impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (i.e CamKlla, BDNF, TrkB)

au niveau de I’ hippocampe.

4.2- Expression génique mesurée pour chaque échantillon

Au vu des résultats sur pools, nous avons évalué I’expression des différents genes décrits ci-dessus
au niveau de deux structures cérébrales que sont 1’hypothalamus (HY) et I’hippocampe (Hpc). Les
résultats présentés ci-dessous sont obtenus suite aux PCR conduites dans les conditions optimales

déterminées lors des mises au point.

4.2.1 - Expression de génes modulés par le stress

Evolution de [’expression d’Hsp70

La figure 43 présente les effets du stress, de la PB ou de leur association sur 1’expression des
ARNm Hsp70 au niveau de I’hypothalamus (HY) et de I’hippocampe (Hpc). Les valeurs sont
présentées en pourcentage du contrdle (lot « sham-eau »).

L’expression d’Hsp70 est augmentée de facon significative d’un facteur 2,7 et 1,7 au niveau de
I’hypothalamus et de I’hippocampe, respectivement (p < 0,01, stress vs sham ; test NK).

Le traitement par la PB n’induit aucun effet sur I’expression d’Hsp70 dans les deux structures
cérébrales étudiées que les animaux soient stressés ou non. L’analyse statistique ANOVA suivie du

test post-hoc de NK révele que les effets du stress ne sont pas modifiés par la PB.
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Figure 43 : modulation de I’expression des ARNm Hsp70 par le stress au niveau de I’'HY et de I’Hpc.
Les valeurs sont exprimées en pourcentage du contrdle (« sham-eau ») + SEM (n = 5-8 par lot). Les
différences statistiquement significatives sont présentées (**, p < 0,01 ; stress vs sham, test NK).
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Evolution de I’expression d’I-kB

La figure 44 présente les effets du stress, de la PB ou de leur association sur 1’expression des
ARNm [-kB au niveau de I’hypothalamus (HY) et de I’hippocampe (Hpc). Les valeurs sont présentées

en pourcentage du contrle, correspondant au lot « sham-eau ».
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Figure 44 : modulation de I’expression des ARNm [-kB par le stress au niveau de I’HY et de I’Hpc.
Les valeurs sont exprimées en pourcentage du contrdle (« sham-eau ») + SEM (n = 5-8 par lot). Les
différences statistiquement significatives sont présentées (*, p < 0,05 ; **, p < 0,01, stress vs sham ;
test NK).

Chez les animaux stressés, le profil d’expression d’I-kB est similaire a celui obtenu pour Hsp70
puisque le PCA se traduit par une augmentation significative de 1’expression de ce gene dans
I’hypothalamus (p < 0,01, stress vs sham ; test NK) d’un facteur 1,5 et au niveau de I’hippocampe

(p < 0,05, stress vs sham ; test NK) d’un facteur 1,3.

4.2.2 - Expression de génes impliqués dans 1’activation de I’axe HPA

Evolution de I’expression d’1l-1o.

La figure 45 présente les effets du stress, de la PB ou de leur association sur 1’expression des
ARNm II-1a au niveau de I’hypothalamus (HY) et de I’hippocampe (Hpc). Les valeurs sont présentées
en pourcentage du contrdle, correspondant au lot « sham-eau ».

L’expression des ARNm codant pour I'll-1a est diminuée chez les animaux stressés au niveau de
I’hypothalamus (p < 0,05, stress vs sham ; test NK) comme de 1’hippocampe (p < 0,01, stress vs sham ;
test NK). Cependant dans 1’hippocampe, cet effet semble 1ié a une augmentation de la transcription
d’Il-1a sous l’effet de la PB seule. En effet, dans cette structure cérébrale la PB induit une
augmentation de I’expression de I’ARNm II-1a (p < 0,05, sham-PB vs sham-eau, test NK) d’un facteur

2,5 chez les animaux non stressés.
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Figure 45 : modulation de I’expression des ARNm d’Il-1a par le stress au niveau de I’'HY et par la PB
au niveau de I’Hpc. Les valeurs sont exprimées en pourcentage du contrdle (« sham-eau ») + SEM
(n= 5-8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont présentées (*, p <0,05; **,
p < 0,01, stress vs sham, test NK).

Au niveau de I’hypothalamus, la PB n’induit aucun effet sur la transcription de 1’Il-1a. Par contre,
la diminution de I’expression d’Il-1a induite par le stress tend a étre atténuée sous 1’effet de la PB

(p = 0,13, stress-PB vs stress-eau, test NK) dans cette méme structure.

Evolution de I’expression des récepteurs aux glucocorticoides au niveau de I’ hypothalamus

La figure 46 présente les effets du stress, de la PB ou de leur association sur 1I’expression des
genes codant pour les récepteurs aux minéralocorticoides (MR) et aux glucocorticoides (GR) au
niveau de I’hypothalamus. Les valeurs sont présentées en pourcentage du contrdle, correspondant au

lot « sham-eau ».
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Figure 46 : modulation de I’expression des ARNm codant pour les MR et les GR par la PB au niveau
de I’hypothalamus. Les valeurs sont exprimées en pourcentage du contrdle (« sham-eau ») + SEM
(n=5-8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont présentées (¥,
p < 0,05 ; comparaison au lot sham-eau, test NK).
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Au niveau de I’hypothalamus, le traitement par la PB induit une augmentation de 1’expression des
récepteurs MR chez les animaux stressés comme non-stressés (p < 0,05, sham-PB vs sham-eau et
stress-PB vs sham-eau, test NK) d’un facteur 1,5. Les lots sham-eau et stress-eau n’étant pas
significativement différents (p=0,39, test NK), le traitement par la PB augmente [’activité
transcriptionnelle des MR sans que cet effet ne soit modifié par le stress.

L’expression des récepteurs GR n’est modifiée ni par le stress ni par le traitement par la PB ni par
leur association au niveau de 1I’hypothalamus.

Par ailleurs, I’expression de ces deux types de récepteurs n’est modulée ni par le stress, ni par la
PB, ni par leur association au niveau de 1’hippocampe suite a 10 jours de stress et de traitement
(résultats non présentés).

4.2.3 - Expression de genes impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémorisation

La figure 47 présente les effets du stress, de la PB ou de leur association sur 1’expression des
ARNm codant pour BDNF, TrkB et CamKlla au niveau de I’hippocampe. Les valeurs sont présentées

en pourcentage du contréle, correspondant au lot « sham-eau ».
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Figure 47 : modulation de I’expression des ARNm de BDNF, TrkB et CamKIla par le stress associé a
la PB au niveau de I’hippocampe. Les valeurs sont exprimées en pourcentage du controle (« sham-
eau») £ SEM (n = 5-8 par lot). Les différences statistiquement significatives sont présentées (*,
p < 0,05 ; comparaison au lot sham-eau, test NK).

Les résultats présentés sur cette figure montrent que ni le stress ni la PB ne modifient I’expression

des trois genes dans I’hippocampe. Par contre, les animaux stressés recevant de la PB présentent une
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augmentation de 1’expression des ARNm de BDNF, TrkB et CamKlla (p < 0,05, stress-PB vs sham-
eau ; test NK).

Cet effet est spécifique a I’hippocampe puisque dans 1I’hypothalamus, I’expression de ces trois
genes n’est modulée ni par le stress ni par le traitement par la PB, ni par leur association (résultats non

présentés).

Au vu de ces résultats, il apparait que les PCR réalisées sur échantillons individuels corroborent
les résultats obtenus sur pools. En effet, le stress induit par le test PCA se traduit par une
augmentation de la transcription d’Hsp70 et d’I-kB au niveau de [’hypothalamus et de
I’hippocampe et par une inhibition de [’expression d’Il-1o. au niveau de I’hypothalamus. Par ailleurs,
le traitement par la PB induit une augmentation de la transcription des MR au niveau de
I’hypothalamus et, au niveau de [’hippocampe, une augmentation de [’expression de trois genes
impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (BDNF, TrkB et CamKllo) est
observée lorsque le stress est associé au traitement.

Seule I’augmentation de I’expression d’Il-10. au niveau de I’hippocampe suite au traitement par la

PB n’a pu étre détectée lors de notre analyse par PCR sur pools.

4.2.4 - Evolution de I’expression des ARNm codant pour c-Fos, c-Jun et AChE

Au niveau de I’hypothalamus

Le tableau 17 présente les différences d’expression des ARNm c-Fos, c-Jun et AChE observées
au niveau de I’hypothalamus des animaux des 4 lots, immédiatement apres la derniére séance de PCA

et 1 heure apres traitement par la PB. Les résultats sont présentés en unités arbitraires.

AChE c-Fos c-Jun
Sham-eau 1,18 £0,10 0,74 0,10 0,66 % 0,16
Sham-PB 0,96 £ 0,08 0,87 0,07 0,73 0,12
Stress-eau 1,13 £0,04 1,39 + 0,10 *** 1,20+0,14 *
Stress-PB 1,03 £0,08 1,37 £ 0,15 #%* 1,42 +£0,11 **

Tableau 17 : expression, a J12, des ARNm codant pour I’AChE, c-Fos et c-Jun au niveau de
I’hypothalamus des animaux des quatre lots expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en unités
arbitraires et représentent la moyenne + SEM des animaux des différents lots (n = 5-8 par lot). Les
différences statistiquement significatives sont présentées (*, p < 0,05 ; **, p < 0,01 ; *** p < 0,001 ;
comparaison au lot sham correspondant ; test NK).
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Au niveau de I’hypothalamus, 1’expression de I’ARNm codant pour I’AChE n’est modulée ni par
le stress, ni par le traitement par la PB, ni par leur association.

Dans cette méme structure, le stress se traduit par une augmentation significative de la
transcription de c-Fos (***, p < 0,001, comparaison au lot sham correspondant ; test NK) d’un facteur
1,8 chez les animaux non traités et d’un facteur 1,5 chez les animaux traités par la PB. Le traitement
par la PB ne modifie pas I’expression de ce geéne.

En ce qui concerne I’expression hypothalamique de c-Jun, le profil est similaire & celui observé
pour c-Fos. En effet, I’application de 10 jours de PCA se traduit par une augmentation significative de
I’activité transcriptionnelle de c-Jun (*, p< 0,05; ** p<0,01; comparaison au lot sham
correspondant ; test NK) d’un facteur 1,8 chez les animaux ne recevant pas la PB et d’un facteur 1,9
chez les animaux traités par la PB. Le traitement par la PB est sans effet sur la transcription de c-Jun et

les effets du stress ne sont pas modifiés par la PB.

Au niveau de I’hippocampe

Le tableau 18 présente les différences d’expression des ARNm c-Fos, c-Jun et AChE observées
au niveau de I’hippocampe des animaux des 4 lots, immédiatement apres la derniere séance de PCA et

1 heure apres traitement par la PB. Les résultats sont présentés en unités arbitraires.

AChE c-Fos c-Jun
Sham-eau 0,80 0,12 0,56 + 0,12 1,06 + 0,16
Sham-PB 0,98 0,08 0,54 +0,11 1,47 £0,13
Stress-eau 0,95 £ 0,08 1,70 £ 0,33 * 2.50 + 0,04 *
Stress-PB 0,97 £0,08 1,77 0,28 * 2,77 +0,14 *

Tableau 18 : expression, a J12, des ARNm codant pour I’AChE, c-Fos et c-Jun au niveau de
I’hippocampe des animaux des quatre lots expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en unités
arbitraires et représentent la moyenne + SEM des animaux des différents lots (n = 5-8 par lot). Les
différences statistiquement significatives sont présentées (*, p < 0,05 ; comparaison au lot sham
correspondant ; test NK).

Au niveau de I’hippocampe, 1’expression de I’ARNm codant pour I’AChE n’est modifiée ni par le
stress, ni par le traitement par la PB, ni par leur association.

Dans cette méme structure, le stress se traduit par une augmentation significative de 1’expression
de c-Fos (*, p < 0,05, comparaison au lot sham correspondant ; test NK) d’un facteur 3 chez les

animaux recevant ou non la PB. Le traitement par la PB ne modifie pas I’expression de ce geéne.
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Dans I’hippocampe, 1’expression de I’ARNm codant pour c-Jun présente un profil similaire a celui
observé pour c-Fos. En effet, I’application de 10 jours de PCA se traduit par une augmentation
significative de 1’activité transcriptionnelle de c-Jun (*, p<0,05, comparaison au lot sham
correspondant ; test NK) d’un facteur 2,4 chez les animaux ne recevant pas la PB et d’un facteur 1,9
chez les animaux traités par la PB. Le traitement par la PB est sans effet sur la transcription de c-Jun

et les effets du stress ne sont pas modifiés par la PB.

En résumé, cette étude destinée a mettre en évidence les effets moléculaires précoces du stress et

du traitement montre que :

- Dapplication du test PCA pendant 10 jours se traduit par une augmentation de l’activité
transcriptionnelle de différents génes dont I’expression est modulée par le stress (Hsp70, I-kB,
c-Fos et c-Jun) ;

- si administration répétée de PB n’induit aucun effet sur l’expression du gene codant pour
’AChE, le méme traitement se traduit par une augmentation de [’expression des ARNm
codant pour les MR au niveau de I’hypothalamus ;

- lassociation du stress et du traitement par la PB augmente [’expression de trois genes
impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémorisation au niveau de I’hippocampe,

structure connue pour jouer un role important dans les processus mnésiques.

5) Synthese des résultats

En résumé, le modele expérimental que nous avons développé apparait comme un bon modele
pour mimer les conditions vécues par les soldats lors de la premiere guerre du Golfe. D’une part, le
test PCA modifié induit bien un stress validé par la perte de poids, I’hypercorticostéronémie,
I’hyperaldostéronémie ainsi que par 1’augmentation de la transcription de génes marqueurs du stress
tels que Hsp70 et I-xB. De plus, les animaux ont mémorisé les conditions de stress comme en
témoigne leur réaction lorsqu’ils sont placés dans la cage du PCA plusieurs mois apres la fin du test.
D’autre part, la posologie et la voie d’administration choisies pour le traitement par la PB se traduisent
par une inhibition des activités ChE et AChE sanguines de 1’ordre de 40% comme préconisé chez
I’Homme dans le cadre du traitement prophylactique en cas de menace chimique.

L’administration répétée de PB (1,5 mg/kg/jour, per os) pendant 10 jours n’entralne aucune
inhibition des activités ChE et AChE au niveau des trois structures cérébrales étudiées (hippocampe,
striatum, cortex frontal). Ceci suggere que la PB ne franchit pas massivement la BHE, que le
traitement soit ou non associé au stress. Par contre, le test PCA se traduit par une inhibition des

activités ChE et AChE au niveau du striatum.
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Des effets secondaires sur 1’expression génique sont observés immédiatement apres la derniere
séance de stress et de traitement par la PB. Les animaux soumis au test PCA présentent une réaction
cellulaire au niveau du SNC reflétée par I’augmentation de I’expression des facteurs de transcription c-
Fos et de c-Jun. Par ailleurs, I’augmentation de la transcription d’Hsp70 et d’I-kB valide, d’un point de
vue moléculaire, le test PCA modifié en tant que modele de stress. L’administration orale de PB
présente un impact limité sur I’expression des différents génes étudiés au niveau de 1’hypothalamus
comme de I’hippocampe. Seule une augmentation de 1’activité transcriptionnelle du géne codant pour
les récepteurs aux minéralocorticoides (MR) au niveau de I’hypothalamus a été mise en évidence. Cet
effet permet d’envisager une modulation de la réponse au stress par la PB. Enfin, I’association du
stress et de la PB se traduit par une augmentation de la transcription de différents genes impliqués
dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (BDNF, TrkB et CamKlla). Cette
augmentation de [D’activité transcriptionnelle pourrait €tre liée aux déficits cognitifs observés
ultérieurement.

En effet, lors du test du labyrinthe aquatique, réalisé au cours de la semaine suivant la fin du PCA,
on observe que ni le stress ni le traitement quotidien par la PB ne modifient les capacités
d’apprentissage des animaux. Par contre, I’association du stress et du traitement par la PB perturbe les
fonctions cognitives des rats.

Trois jours apres la fin du test d’apprentissage, nous n’observons aucune conséquence semi-

retardée (J22) moléculaire ni histologique.
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1V — Discussion et perspectives

Discussion

Dans la littérature, certaines études ont montré des effets de la pyridostigmine au niveau cérébral
lorsque celle-ci est administrée en condition de stress ou en association avec d’autres substances
chimiques potentiellement utilisées pendant la premiere guerre du Golfe. Pourtant, la prescription de
pyridostigmine comme mesure prophylactique en cas de menace chimique ne peut, a I'heure actuelle,
étre remise en cause, particulierement en cas de dispersion de soman. Dans un esprit de
« pharmacovigilance », il semble donc nécessaire d’enrichir les connaissances sur les possibles effets
secondaires de la molécule par des études expérimentales. Dans notre travail, les effets d’une

administration répétée de PB associée a un stress ont été étudiés au niveau cérébral.

1) Validation du modele

Pendant le conflit du Golfe, la prise de 30 mg de PB toutes les huit heures a été ordonnée par les

Armées de différents pays. Cette dose a été choisie afin de protéger 20 a 40% des cholinestérases
périphériques contre une inhibition irréversible par les neurotoxiques organophosphorés (Koplovitz et
al. 1992). Lors de notre étude, la dose de 1,5 mg/kg de PB administrée per os, chez le Rat, conduit a
une inhibition des activités ChE et AChE sanguines de 1’ordre de 40%. Ce taux d’inhibition est
similaire a celui observé par d’autres équipes administrant la méme dose de PB, par la méme voie
d’administration, a des rats adultes Sprague-Dawley (Tian et al. 2002; Baireddy et al. 2007). L’équipe
de Tian s’est intéressée aux effets de 1’administration unique de PB immédiatement avant ou apres
I’application de deux types de stress (course et nage forcées). Dans les deux cas, le traitement par la
PB, donné avant ou apres le stress, induit une inhibition de 1’activité ChE sanguine. Cependant cette
inhibition est moindre lorsque le traitement est administré immédiatement avant le stress de nage
forcée. Les auteurs ont alors émis 1’hypothése que la nage forcée puisse induire une hypothermie
retardant 1’absorption de la PB et donc son action. L’équipe de Baireddy a reproduit un protocole
similaire a celui de I’équipe de Tian en s’intéressant aux effets de la PB administrée immédiatement
apres une séance de trois stress combinés (contention, course et nage forcées). Lors de cette étude, les
animaux traités présentent une inhibition de I’activité ChE sanguine variant entre 42 et 50% deux
heures apres le traitement, que les animaux soient stressés ou non et quel que soit le stress.

Ce taux d’inhibition de I’activité ChE sanguine est celui choisi par de nombreux auteurs lors de
différents protocoles cherchant a mimer les conditions de prise du pré-traitement par les soldats durant
le conflit du Golfe. Ainsi, I’administration de PB (1,5 mg/kg/j, mini-pompes osmotiques) a des rats
Sprague-Dawley conduit a une inhibition de 1’activité AChE sanguine de 1’ordre de 45% (Kant et al.

2001). De méme, une inhibition de 1’activit¢é AChE sanguine de 40% est obtenue par Taysse et son
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équipe administrant de la PB (0,2 mg/kg, s.c.) deux fois par jour pendant 5 jours a des souris (Taysse
et al. 2005).

Lors de notre étude, la PB a été administrée par voie orale, par « gavage » a I’aide d’une canule.
D’autres voies d’administration ont été envisagées telles que I'utilisation de mini-pompes osmotiques
(Kant et al. 2001; Bernatova et al. 2003) ou I’administration per os par dilution de la PB dans 1’eau de
boisson (Servatius et al. 1998; Servatius et al. 2000; Scremin et al. 2003). Ces deux modes
d’administration n’ont pas été retenus lors de nos expérimentations. En effet, la mini-pompe
osmotique délivre le traitement en continu et aucune fluctuation des taux de PB dans le sang n’est
alors détectée. Le choix du gavage comme voie d’administration permet d’observer un pic plasmatique
de PB similaire a celui observé suite a la prise orale chez I’Homme. L’autre type d’administration
(dissolution de PB dans I’eau de boisson) semblait peu appropriée puisqu’elle ne permet pas de
controler la dose réellement administrée aux animaux ni le moment de la prise pour chaque animal. De
plus, lors de ses travaux, I’équipe américaine de Servatius (Servatius et al. 2000) a mis en évidence
une moindre prise de boisson lorsque les animaux sont traités par la PB. Cette technique présente donc
deux inconvénients majeurs : la difficulté a définir quelle dose a réellement été prise par les animaux
et 'impossibilité de comparer les animaux entre eux.

Nos expérimentations ont été conduites dans le but de mimer les conditions de prise du traitement
prophylactique par les soldats. L’analyse bibliographique relative a ce sujet révele que la plupart des
auteurs ont réalisé un protocole comprenant une seule administration de PB par jour (van Haaren et al.
1999; Abou-Donia et al. 2001; Song et al. 2002; Abou-Donia 2003; Shaikh & Pope 2003; Abdel-
Rahman et al. 2004). De facon similaire, nos animaux ont regu 1,5 mg/kg de PB une fois par jour. Il
est a noter que méme si trois administrations de PB avaient été plus représentatives des conditions
opérationnelles, ce protocole aurait été, en pratique, trop complexe a mettre en place.

Pour conclure, comme le montrent nos résultats, la dose ainsi que la voie d’administration que
nous avons retenues pour notre modele expérimental sont adaptées pour observer une inhibition de
I’activité ChE périphérique similaire a celle recommandée par I’OTAN dans le cadre du traitement
prophylactique en cas de menace chimique. Par ailleurs, le test PCA ne modifie pas 1’inhibition
périphérique induite par la PB, ce qui corrobore différents travaux étudiant les effets de la prise de PB
associée a un stress (Kant et al. 2001; Shaikh & Pope 2003; Baireddy et al. 2007). Seuls les résultats
publiés par I’équipe de Tian montrent un effet de la nage forcée sur les parametres pharmacocinétiques

d’absorption de la PB (Tian et al. 2002).

Lors de notre étude, nous avons utilisé une version modifiée d’un test d’apprentissage appelé Pole

Climbing Avoidance (PCA) (Le Poncin-Lafitte et al. 1982) afin d’induire un stress. Dans le test

standard, chacune des 5 séances quotidiennes est composée de 10 essais d’une durée d’une minute.
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Les animaux font alors aisément le lien entre le son et le choc électrique puisque les auteurs observent
des taux d’échappement augmentant jusqu’a atteindre 95% au dernier jour du test (Le Poncin-Lafitte
et al. 1982). Lors de nos expérimentations durant lesquelles le nombre d’essais et de séances sont
augmentés, les animaux présentent une diminution progressive du nombre d’essais par session. En
d’autres termes, le rat « généralise » la réponse attendue en montant et descendant du mat a tout
moment. De ce fait, le cycle de I’essai est interrompu, le systéme est réinitialisé et 1’essai non
comptabilisé. Peu a peu, la phase de repos initialement de 40 secondes est augmentée et le temps entre
deux « sons » allongé. Au lieu d’attendre le stimulus auditif, le rat monte et descend du mat de facon
inopinée. L’animal développe ainsi un comportement craintif et impulsif: «’anticipation a tout
prix ». De par son manque d’attention et de vigilance, le rat accumule les erreurs; le taux
d’échappement avoisine 60% au dernier jour du test au lieu de 95% dans le test classique (résultats
non présentés). Cet effet peut &tre lié a 1’augmentation du nombre de sessions mais également a la
complexité du test qui nécessite deux réponses consécutives : (i) I’animal doit faire le lien entre le son
et le choc électrique et (ii) le rat doit s’abstenir de monter au mit pendant la phase de repos. Dans
I’incertitude (y aura-t-il un son et quand ?), I’animal présente différents signes comportementaux
méme en absence du stimulus stressant. Ainsi, dans 1’attente de la survenue d’un éventuel son, le rat se
positionne en position verticale (debout sur le mat), et présente des mouvements stéréotypés tels que
des morsures du mat et des sauts contre les parois. Par ailleurs, ces réponses sont observées jusqu’a 6
mois apres la fin du test (Lamproglou et al. 2009).

Lors de notre étude, les animaux soumis a cette version modifiée du test PCA présentent un
nombre d’essais inférieur aux animaux des lots « sham », reflétant le caractére stressant de la situation
pour I’animal. Par ailleurs cet état de stress est validé par différentes modifications des parametres
biologiques. Ainsi, le test PCA induit une perte de poids et une activation de I’axe HPA comme en
témoigne 1’augmentation des concentrations plasmatiques en corticostérone. Ces résultats ont
précédemment été observés par d’autres auteurs (Dave et al. 2000; Bielajew et al. 2002; Feldker et al.
2006; Banasr et al. 2007; Marin et al. 2007). Cependant, certaines études ont montré que I’application
d’un stress durant 14 jours (Kant et al. 2001) ou 21 jours (Wood et al. 2003) a des rats se traduit par
une corticostéronémie identique chez les animaux stressés et non stressés. Les auteurs suggerent que le
controle de I’évenement stressant atténue les effets du stress sur la réponse physiologique (Kant et al.
2001; Wood et al. 2003). Dans notre étude, les animaux soumis au test PCA pendant 10 jours
présentent des taux plasmatiques de corticostérone plus élevés que les animaux « sham ». Ce résultat
suggere que, lors de 1’application du test PCA, les rats ne controlent pas leur stress. Contrairement a
I’équipe de Bernatova (Bernatova et al. 2003), nous n’observons aucun effet de la PB sur les taux de

corticostérone, que les animaux soient stressés ou non.
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Le test PCA appliqué pendant 10 jours, chez les rats, se traduit également par une augmentation
des taux plasmatiques d’aldostérone. Peu d’études se sont intéressées aux effets du stress sur la
sécrétion d’aldostérone. Pourtant, nos résultats corroborent certaines études démontrant que trois types
de stress différents induisent chez des rats une hyperaldostéronémie plasmatique (Stier et al. 2004).
Ces auteurs mettent par ailleurs en évidence qu’un stress d’immobilisation se traduit par une
augmentation plus forte des taux d’aldostérone qu’un environnement froid ou qu’un stress de
contention.

L’axe HPA est responsable du maintien de I’homéostasie suite & un stress. Sous I’effet d’un
évenement stressant, 1’hypothalamus est stimulé au niveau des noyaux PVN dont les neurones vont
alors sécréter le CRF et I’AVP au niveau de I’éminence médiane. Ces deux hormones, via leur action
au niveau de I’hypophyse antérieure, sont responsables de la sécrétion, par les cellules corticotropes,
de POMC ensuite clivée en ACTH. L’ ACTH alors libérée dans la circulation sanguine agit au niveau
du cortex surrénalien a deux niveaux. Tout d’abord, au niveau des cellules de la zone fasciculée, cette
hormone est responsable de la libération de glucocorticoides. L’ ACTH agit également sur les cellules
de la zone glomérulée du cortex surrénalien déclenchant la sécrétion d’aldostérone (Ulrich-Lai et al.
2006). L’hypothese émise est que le test PCA provoque une augmentation de la sécrétion d’ACTH
alors responsable de la libération de corticostérone et d’aldostérone par le cortex surrénalien. Le
systtme rénine-angiotensine-aldostérone jouerait ainsi un role important dans la réponse de
I’organisme suite a 1’application pendant 10 jours du test PCA. Cette hypothese corrobore celle
proposée par d’autres auteurs pour différents types de stress (Aguilera et al. 1995; Stier et al. 2004).

Suite a I’application du test PCA pendant 10 jours, nos animaux présentent une perte de poids et
une augmentation de la concentration plasmatique en corticostérone et en aldostérone lorsqu’ils sont
comparés aux animaux « sham ». Ceci confirme que le test PCA modifié constitue bien un évenement

stressant. Le traitement par la PB semble sans effet sur I’évolution de ces trois parametres biologiques.

Afin de compléter les résultats obtenus concernant les variables biologiques, nous avons choisi de
valider, d’un point de vue moléculaire, le test PCA comme un modele de stress. Nous avons alors
évalué I’expression d’Hsp70, de NF-xB et d’Il-1o immédiatement apres la derniere séance de PCA.

Les protéines Hsp70, initialement décrites lors d’un stress thermique (Ritossa 1962), sont induites
par de nombreuses agressions telles qu’un stress chimique ou psychologique (Fukudo et al. 1997;
Isosaki & Nakashima 1998; Kagawa & Mugiya 2002; Li et al. 2006). Elles sont, a ce titre, considérées
comme des marqueurs de stress. Différents stimuli stressants peuvent conduire a une augmentation de
la transcription d’Hsp70 au niveau du SNC. En effet chez le rat Wistar, une augmentation de la

transcription d’Hsp70 est observée au niveau du cortex cérébral suite a un stress d’immersion (Fukudo
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et al. 1997). Un stress de contention se traduit également par une augmentation des taux d’Hsp70 au
niveau de la région CA3 de I’hippocampe (Li et al. 2006).

L’application, pendant 10 jours, du test PCA modifié se traduit par une augmentation de
I’expression des ARNm codant pour Hsp70 au niveau des différentes structures cérébrales étudiées
(hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex frontal). Le traitement par la PB ne modifie pas
significativement 1’augmentation de 1’activité transcriptionnelle d’Hsp70 induite par le test PCA.

L’activité transcriptionnelle de NF-xkB a été évaluée par mesure de la transcription de son
inhibiteur I-xB (Bottero et al. 2003). Nos résultats concernant 1’expression d’I-kB nous permettent
d’affirmer que le profil d’expression du géene NF-kB est similaire a celui observé pour Hsp70 et se
traduit par une augmentation sous 1’effet du stress. Différentes études ont en effet démontré que le
facteur de transcription NF-kB est régulé par Hsp70 ; pourtant les mécanismes précis par lesquels cette
modulation se produit restent indéterminés. Certains travaux, conduits in vitro, montrent qu’Hsp70
inhibe la voie d’activation de NF-kB (Chen et al. 2006). Par ailleurs, une étude récente a montré que
des souris surexprimant Hsp70 présentent une inhibition de 1’activation de NF-kB (Zheng et al. 2008).
Inversement, d’autres études ont montré que la voie de signalisation de NF-kB peut étre activée par
Hsp70 (Asea et al. 2002; Lee et al. 2005). Il semblerait que, de par sa fonction de molécule chaperon,
Hsp70 interagisse avec les I-xB kinases (IKKs) en facilitant leur solubilisation et leur action. Les IKKs
pourraient de ce fait phosphoryler I-kB, inhibiteur de NF-kB. Par ce mécanisme, Hsp70 agirait de
facon positive sur la transcription de NF-xB (Lee et al. 2005). Nos résultats corroborent des études
montrant qu’Hsp70 active la voie NF-kB que ce soit dans des monocytes humains (Asea et al. 2000; et
al. 2005) ou dans le cervelet (Maroni et al. 2003).

Par ailleurs, il existe également une interaction entre I-kB et les glucocorticoides. Cependant les
mécanismes d’activation d’I-xB par cette voie soulevent une difficulté d’interprétation. En effet,
I’induction d’I-kB est stimulée par les glucocorticoides (Scheinman et al. 1995; Heck et al. 1997) et
par ’activation de la voie NF-kB puisque le promoteur du géne I-kB contient des sites de liaison NF-
kB (Ito et al. 1994). Lors de nos expérimentations, I’application du test PCA modifié se traduit par une
augmentation des concentrations plasmatiques en corticostérone. Cependant, notre étude ne révele
aucune corrélation entre les taux d’ARNm I-kB et les concentrations plasmatiques en corticostérone.
Par ailleurs, il nous est difficile d’évaluer I’implication de NF-xB puisque son niveau d’activation
n’est pas connu. L’application du test PCA se traduisant par une augmentation des taux de
corticostérone et de I’activité transcriptionnelle d’Hsp70, 1’activation de la voie NF-xB pourrait étre
due a une action concomitante des glucocorticoides et d’Hsp70. Le traitement par la PB n’induit

aucune modification significative de I’effet du PCA sur I’activité transcriptionnelle de NF-kB.
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Différentes études ont montré une action du stress sur I’expression de la cytokine II-1 au niveau du
SNC. En effet, un stress social chronique de 21 jours appliqué a des souris se traduit par une
diminution des quantités d’ARNm II-1B au niveau de 1’hippocampe (Bartolomucci et al. 2003). De
méme, un stress d’immobilisation induit une diminution de I’expression d’Il-lo. au niveau de
I’hypothalamus, de I’hippocampe et du striatum, 15 minutes apres I’événement stressant chez la Souris
(Goujon et al. 1995).

L’hypothese d’une régulation négative de la transcription par les glucocorticoides a alors été€ émise
par les auteurs. De facon similaire, I’application du test PCA modifié pendant 10 jours se traduit par
une inhibition significative de la transcription d’Il-1o. au niveau de I’hypothalamus et par une
augmentation des taux circulants de corticostérone. Les résultats de notre étude semblent donc en
faveur d’une régulation négative des transcrits d’ll-la par I’augmentation plasmatique des
glucocorticoides. Cette hypotheése est par ailleurs étayée par d’autres études montrant une action
négative des glucocorticoides sur la transcription de I'Il-1 au niveau des cellules immunitaires
(Knudsen et al. 1987; Lew et al. 1988; Amano et al. 1993) ainsi qu’au niveau de différentes structures

cérébrales (Gemma et al. 2003).

L’application du test PCA modifié pendant 10 jours induit une perte de poids, une activation de
I’axe HPA traduite par une hypercorticostéronémie et une hyperaldostéronémie. Par ailleurs, au
niveau moléculaire, ce test provoque une augmentation de I’activité transcriptionnelle d’Hsp70, de
NF-kB et une diminution de l’expression d’ll-1a, trois genes dont I’expression est modulée par le
stress. Au vu de ces données, nous sommes en mesure d’affirmer que les modifications apportées au
test PCA, a ’origine employé comme test d’apprentissage, induisent bien un stimulus stressant.

Le traitement par la PB a la dose de 1,5 mg/kg/j per os, ainsi que [’application du test PCA pendant
10 jours constituent donc un bon modéle pour mimer, chez le Rat, certaines des conditions vécues par

les soldats pendant le conflit du Golfe.

2) Effets du modéle sur la réaction cellulaire et les facteurs de transcription c-Fos et
c-Jun

Au niveau de I’hypothalamus comme de I’hippocampe, le test PCA se traduit par une

augmentation de la transcription des deux genes c-Fos et c-Jun. Ces deux genes font partie d’un
groupe de génes nommés « immediate early genes » (IEGs) qui présentent une activation rapide et
transitoire. Ils représentent ainsi les marqueurs de référence d’une activation cellulaire.

L’expression constitutive des ARNm et des protéines c-Fos dans le cerveau de Rat est tres faible
(Cullinan et al. 1995; Hughes & Dragunow 1995; Herrera & Robertson 1996). Au contraire, les

ARNm et la protéine c-Jun sont présents a des niveaux élevés dans I’hippocampe et le cortex de rat
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(Cullinan et al. 1995; Hughes & Dragunow 1995; Herrera & Robertson 1996). Par ailleurs, lors d’une
exposition au stress, il semble que les profils d’expression de c-Fos et c-Jun soient trés proches
(Cullinan et al. 1995).

Lors de notre étude, les animaux « sham » présentent des quantités d’ARNm de c-Fos et de c-Jun
détectables dans I’hypothalamus et dans 1’hippocampe, renforcant I’hypothese d’une présence
constitutive de ces ARNm (Cullinan et al. 1995; Herrera & Robertson 1996). Comme attendu, au
niveau de I’hippocampe, c-Jun présente une expression constitutive plus élevée que celle de c-Fos.

L’application du test PCA pendant 10 jours se traduit par une augmentation de 1’expression de ces
deux genes au niveau de I’hypothalamus comme de I’hippocampe. Ces résultats corroborent plusieurs
études précédemment conduites. Il a en effet été montré que des souris soumises a un choc électrique
présentent une augmentation de I’expression de c-Fos et c-Jun au niveau de I’hippocampe et des
noyaux PVN et SON de I’hypothalamus (Wu et al. 2006). De méme, un stress de contention de deux
heures conduit a une augmentation de 1’expression de ces deux geénes au niveau de 1I’hypothalamus et
de I’hypophyse (Autelitano 1998). Selon Troakes et al., I’augmentation de I’expression de ces deux
genes serait liée au développement du caractére anxieux des animaux (Troakes & Ingram 2008). Dans
leur étude, des rats nouveaux-nés sont soumis a un stress psychologique par privation du contact avec
leur mere 6 heures par jour de J5 a J21 apres la naissance. A J70, les animaux sont soumis a un test de
labyrinthe surélevé. Ce test révele que les animaux privés de leur mere présentent plus de signes
d’anxiété que leurs congéneres non stressés. Par ailleurs, les auteurs mettent en évidence que ces
mémes animaux présentent une augmentation de I’expression de c-Fos au niveau du cortex cingulaire,
de I’amygdale et de I’hippocampe (Troakes & Ingram 2008). Ils émettent alors I’hypothese d’un lien
entre ’augmentation de 1’expression des IEGs et le développement de 1’anxiété.

Au contraire, d’autres données de la bibliographie mettent en évidence une inhibition de
I’expression de c-Fos et c-Jun consécutive a une élévation des taux de corticostérone. Ainsi, un stress
d’immobilisation de deux heures par jour pendant 6 jours se traduit, chez le Rat, par une atténuation de
I’expression de ces deux genes au niveau du noyau PVN de I’hypothalamus, immédiatement apres la
derniere séance de stress (Umemoto et al. 1997). Lors de notre étude, I’application du test PCA se
traduit par deux effets concomitants : 1’activation de 1’axe HPA et I’activation cellulaire avec
production d’IEGs. Chez nos animaux stressés, I’hypercorticostéronémie n’inhibe donc pas
I’augmentation de la transcription de c-Fos et de c-Jun au niveau de I’hypothalamus ni de
I’hippocampe. Lors de notre étude, I’expression de ces deux genes a été évaluée immédiatement apres
la derniere séance de stress. Une étude de la cinétique d’activité transcriptionnelle de ces deux genes
serait intéressante afin d’évaluer s’il existe une différence d’augmentation de leur transcription entre le
premier et le dernier jour d’application du PCA. Par ailleurs, I’expression des ARNm de ces deux

genes n’est pas modifiée par le traitement par la PB au niveau des deux structures étudiées. Il serait
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intéressant de compléter nos résultats en mesurant 1I’expression de ces genes, en terme de messager et
de protéine, dans d’autres structures. En effet, Taysse et al. observent une activation de c-Fos au
niveau de I’hippocampe, du thalamus et du cortex pyriforme lorsque le stress est associé a la PB
(Taysse et al. 2005).

Afin de compléter les informations sur le stress cellulaire données par 1’expression des ARNm
Hsp 70, nous nous sommes intéressés a la détermination de 1’expression d’un marqueur de I’activation
calcique MCIP1 (« Myocyte-calcineurin-interacting protein » ou « modulatory-calcineurin-interacting
protein »). L’augmentation de la concentration calcique intracellulaire stimule de nombreux processus
métaboliques via des protéines de liaison au Ca** (i.e. MCIP1). Identifiée a I’origine dans les muscles
squelettiques et cardiaques, MCIP1 posseéde une activité biologique plus large (Rothermel et al. 2003)
puisque cette protéine est également présente au niveau des neurones (Ermak et al. 2001). L’ARNm
MCIP1 est induit en moins de 90 minutes et présente une expression maximale 5 heures apres
’augmentation de 1’oxydation cellulaire et de Ca®* (Crawford et al. 1997) via des mécanismes
impliquant la calcineurine (Rothermel et al. 2003). L’expression des ARNm MCIP1 représente donc
un marqueur du stress oxydant et de [’activation de la calcineurine. Lors de notre étude, la
réactivité cérébrale au stress est mise en évidence par 1’augmentation d’expression des ARNm
d’Hsp70 dans les différentes structures cérébrales. Par contre, dans les quatre structures cérébrales
étudiées, 1’absence d’effet du stress, du traitement comme de leur association sur 1’expression des
ARNm de MCIP1 est en défaveur de I'implication de la calcineurine ou du stress oxydant dans ce
modele de stress, au délai observé.

Au vu de ces données, le stimulus stressant induit par le test PCA modifié entraine une réactivité
cérébrale se traduisant par une augmentation de [’expression des deux IEGs c-Fos et c-Jun.
L’application du test PCA pendant 10 jours n’induit aucune modification de I’expression de MCIP1. 1l
est a noter que dans ce modele et pour les genes étudiés, le traitement par la PB ne modifie pas les
effets géniques induits par le test PCA (J12). Par ailleurs, méme si une réactivité cérébrale est
détectée au dernier jour du stress et du traitement, les résultats de notre étude histologique ne révelent

aucune atteinte neuropathologique 10 jours apreés arrét du stress et du traitement (J22).

3) Conséquences comportementales du modele

3.1 - Effets du stress

Apres une courte période (2 minutes) de rappel de la situation stressante (sans application du choc
électrique), les rats stressés soumis au test du labyrinthe aquatique présentent des capacités identiques
aux animaux « sham ». Le stress induit par le test PCA ne semble donc pas modifier les capacités
d’apprentissage de nos animaux. Nos résultats corroborent I’hypothése émise par 1’équipe suisse de

Sandi selon laquelle les changements morphologiques consécutifs a un stress peuvent varier selon le
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type de stress appliqué (social, immobilisation, psychologique, ou imprédictible) et sa durée (Sandi et
al. 2001; Touyarot & Sandi 2002; Venero et al. 2004) et ainsi conduire a des réponses
comportementales variées.

De nombreux travaux ont étudié les effets d’un éveénement stressant sur les processus
d’apprentissage et de mémorisation. Certains travaux ont montré que [’application d’un stress
chronique se traduit par des défauts des processus d’apprentissage (Ohl & Fuchs 1999; Zhang et al.
2003; Touyarot et al. 2004; Sandi et al. 2005) alors que d’autres démontrent une augmentation des
facultés mnésiques suite a un stress (Luine et al. 1996; Bartolomucci et al. 2002; Bowman et al. 2003;
Sun et al. 2006; Li et al. 2007). Ces effets du stress, en apparence contradictoires, semblent impliquer
les glucocorticoides (Conrad et al. 1999; Kim & Diamond 2002) et dépendre du caractere
« chronique » ou non du stress.

Ainsi un stress de contention de 6 heures par jour pendant 10 jours induit, chez des rats males
Sprague-Dawley, une augmentation des capacités d’apprentissage dans un labyrinthe, 3 jours apres la
fin de I’événement stressant. Par contre, aucun effet sur les capacités mnésiques n’est observé lorsque
les animaux sont soumis a 7 jours de stress (Luine et al. 1996). De la méme facon, des rats Wistar
soumis a un stress multiple pendant 6 semaines présentent une augmentation des capacités
d’apprentissage dans un labyrinthe aquatique (Sun et al. 2006; Li et al. 2007). De méme un stress
psychologique de 5 semaines induit, chez des musaraignes, de meilleures capacités d’apprentissage
dans un labyrinthe (Bartolomucci et al. 2002). Par ailleurs, I’effet du stress sur les capacités
d’apprentissage dépend du sexe de I’animal. Un stress de contention de 6 heures par jour pendant 21
jours se traduit par une augmentation des capacités d’apprentissage dans un labyrinthe a 8 branches
chez les femelles (Bowman et al. 2001) et une diminution de ces mémes capacités chez les males
(Bowman et al. 2003). L hypothése émise par les auteurs est une modulation des capacités mnésiques
par les concentrations en oestrogenes. En effet, les oestrogénes augmentent les capacités
d’apprentissage et de mémorisation chez I’Homme comme chez les animaux (pour revue, Luine 1997).

D’autres études ont, par contre, mis en évidence une diminution des capacités d’apprentissage
consécutives a un stress. Ainsi des souris exposées a un prédateur 2 heures par jour pendant 2
semaines présentent des difficultés d’apprentissage lorsqu’elles sont soumises a un test de labyrinthe
7 jours apres la derniere exposition au prédateur (Schwabe et al. 2008). De méme un stress social tel
que I’exposition de 30 minutes a un prédateur (Sandi et al. 2005) ou la cohabitation avec un animal
plus 4gé 8 heures par jour pendant 21 jours (Touyarot et al. 2004), induit chez des rats une diminution
des capacités d’apprentissage dans un labyrinthe. Dans ces deux études, les auteurs mettent en
évidence une diminution de I’expression de NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) au niveau de
I’hippocampe et du cortex frontal sans affecter I’expression de cette molécule au niveau de I’amygdale

et du cervelet (Sandi et al. 2005). Cette diminution de I’expression de NCAM suite a un stress
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chronique de contention a été observée au niveau moléculaire (Venero et al. 2004) comme au niveau
protéique (Sandi et al. 2001; Touyarot & Sandi 2002).

Méme si un stress répété est particuliecrement connu pour altérer les processus d’apprentissage et
de mémorisation mais également les réponses émotives (McEwen 1998; McEwen 2000), il est
également responsable de la modulation des comportements agressifs. Ainsi il a été observé que des
rats soumis a un stress chronique d’immobilisation ou de contention présentent un comportement plus
agressif (Wood et al. 2008). Les résultats d’études conduites au laboratoire en utilisant notre modele
mettent en évidence une augmentation de 1’agressivité des rats stressés vis-a-vis de leurs congénéres,
apres application du test PCA. Lors de ces mémes travaux, notre équipe a également montré que le
traitement par la PB, administré 30 minutes avant la séance de stress, prolonge cette agressivité induite
par le stress jusqu’a 6 mois apres I’arrét du stress et du traitement et induit des défauts des processus
mnésiques pour ce méme délai. Ces observations peuvent étre comparées aux symptomes persistants
décrits par certains vétérans de la guerre du Golfe (Lamproglou et al. 2009).Ainsi, il semble que méme
si notre modele de stress présente peu d’effets sur les capacités d’apprentissage, il induit une altération

du comportement social, chez le Rat.

3.2 - Effets du traitement par la PB

Les résultats obtenus lors de notre étude ne mettent en évidence aucun effet du traitement par la
PB sur I'impulsivité des animaux « sham » lors du test PCA (sans application du choc électrique), ni
sur leur capacité d’apprentissage dans le test du labyrinthe aquatique. A notre connaissance, peu
d’études se sont intéressées aux effets d’un traitement répété par la pyridostigmine sur le
comportement des animaux, en particulier sur les capacités d’apprentissage. Chez des rats Sprague-
Dawley, I’administration de PB (80 mg/l diluée dans I’eau de boisson) pendant 3 semaines n’induit
aucun défaut cognitif ni aucun trouble de D’activité locomotrice lors de tests comportementaux
(Scremin et al. 2003). Par contre, d’autres auteurs ont mis en évidence une augmentation de I’activité
locomotrice des rats suite & un stimulus auditif aprés un traitement de 7 jours par la PB (0,045 mg/l,
diluée dans I’eau de boisson) (Servatius et al. 2000). Enfin, le test PCA appliqué lors d’une précédente
expérimentation conduite au laboratoire ne montre aucun effet du traitement par la PB sur I’agressivité

des animaux lors d’un test de bataille électrique (Lamproglou et al. 2009).

3.3 - Effets de I’association du stress et du traitement par la PB

Différents travaux ont été conduits dans le but d’évaluer les effets consécutifs a la prise de PB en
condition de stress. Les résultats de ces études sont souvent contradictoires mais la plupart concluent
que le stress ne favorise pas le passage de la PB au niveau cérébral. Ces différences de résultats

peuvent s’expliquer par le fait que plusieurs facteurs jouent un rdle dans les effets du stress sur le
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SNC, et en particulier le type de stress, son intensité, sa chronicité ainsi que le sexe et 1’dge des
animaux.

L’équipe de Friedman a été la premiere a observer et a décrire des effets combinés d’un traitement
par la PB et du stress au niveau cérébral (Friedman et al. 1996). De nombreuses autres études ont suivi
afin de tenter de reproduire cet effet et de vérifier sa dépendance a un stress ou a un traitement donné.
Ainsi, I’association du stress et du traitement par la PB se traduit, chez le Rat, par une inhibition de
I’activité AChE au niveau du cervelet, de I"hippocampe (Tian et al. 2002) et du striatum (Beck et al.
2003). Une étude conduite récemment a montré que I’administration chronique de PB (10 mg/kg/jour,
minipompes implantées) pendant 7 jours a des souris miles, se traduit par une inhibition de I’activité
cholinestérasique au niveau de 1I’hypothalamus (Ropp et al. 2008). Par ailleurs, I’association du stress
et du traitement induit une augmentation de 1’expression de ’ARNm de I’AChE au niveau de
I’hypothalamus et du cortex (Ropp et al. 2008). Par contre, lors de nos expérimentations, 1’association
du traitement par la PB (1,5 mg/kg, p.o.) et du test PCA ne modifie pas 1’activité transcriptionnelle de
I’ AChE au niveau des différentes structures cérébrales étudiées. Il est cependant a noter que la dose de
PB administrée a des souris lors de I’étude de Ropp (Ropp et al. 2008) est élevée et induit une
inhibition de I’activité AChE sanguine de 1’ordre de 75% comparée a 40% dans notre étude. La forte
dose de PB administrée a des souris pourrait expliquer I’inhibition de la transcription de 1’AChE
observée par ces auteurs au niveau de I’hypothalamus. Par ailleurs, cette structure contenant des
organes circumventriculaires est une zone dépourvue de BHE. Un effet de la PB au niveau de
I’hypothalamus est donc envisageable par entrée de la PB dans le SNC a ce niveau. Lors de nos
expérimentations, 1’activité AChE cérébrale n’a pas été mesurée au niveau de 1’hypothalamus. Par
contre, les immunomarquages anti-AChE réalisés a J22 (10 jours aprés l’arrét du stress et du
traitement) ne mettent en évidence aucune modification de la quantité de protéine « AChE » quelle
que soit la structure observée, y compris I’hypothalamus. Il serait intéressant de compléter nos
résultats par la détermination de I’activité enzymatique au niveau de cette structure. Cependant, de par
I’absence de BHE a ce niveau, il serait difficile d’attribuer 1I’éventuelle inhibition de I’activité AChE
au traitement par la PB seule ou a son association avec le stress.

A contrario, plusieurs travaux n’ont révélé aucun effet central de la PB lorsque le traitement est
administré en situation de stress (Lallement 1998; Telang et al. 1999; Grauer et al. 2000; Song et al.
2002; Park et al. 2008). Certains auteurs émettent 1’hypotheése que les effets centraux de la PB
observés dans des conditions de stress par I’équipe de Friedman seraient dus a une perfusion
insuffisante des cerveaux de rat lors du prélevement, comme le suggerent les travaux de Ovadia et al.
(Ovadia et al. 2001). En effet, la non perfusion du tissu cérébral peut conduire a estimer, de fagcon

erronée, une inhibition de 8 a 12% de ’activité AChE en raison de la persistance du sang au niveau du
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SNC. Toutefois il est a noter que Friedman et al. ont confirmé I’ouverture de la BHE par passage de
bleu evans (Friedman et al. 1996).

Au vu de ces données bibliographiques, les effets de la pyridostigmine administrée en situation de
stress ne sont pas encore bien établis. Certaines études ont montré des conséquences de 1’association
du stress et du traitement au niveau du SNC. D’autres auteurs n’ont pu reproduire les résultats de
Friedman (Friedman et al. 1996) en réalisant le méme protocole ou en faisant varier différents
parametres tels que I’espeéce animale, le type de stress et la voie d’administration. Les résultats de nos
expérimentations corroborent les résultats de ces différentes équipes puisque nous avons été dans
I’incapacité de mettre en évidence, de facon indirecte, I’entrée de PB au niveau du SNC suite au stress
induit par le PCA. En effet, a J12 immédiatement apres la fin du stress, aucune inhibition de I’activité
ChE comme AChE n’a été détectée ni au niveau de 1’hippocampe, ni du striatum, ni du cortex frontal.
Une expérimentation conduite au laboratoire et utilisant de la PB tritiée ne met pas non plus en
évidence, a J12, de passage du traceur au niveau cérébral (résultats non publiés). De méme, nous
n’avons observé aucune inhibition de I’activité AChE cérébrale chez des souris traitées et soumises a
un stress de contention pendant 6 heures (résultats non publiés). Un éventuel passage de la PB au
niveau du SNC lors des premiers jours d’application du test PCA reste une hypothése envisageable.
Aussi une cinétique de I’activit¢é ChE cérébrale, établie apres chaque séance de PCA, serait
intéressante mais difficile a mettre en ceuvre puisque ce protocole nécessiterait le sacrifice d’un grand
nombre d’animaux.

Méme si les conséquences de 1’association du stress et du traitement par la PB sur I’activité AChE
cérébrale restent controversées, cette association peut se traduire par des effets au niveau du SNC. En
effet, les résultats de notre étude montrent des troubles des capacités d’apprentissage lors du test de
labyrinthe aquatique. Par ailleurs, des travaux antérieurs conduits au laboratoire montrent les
conséquences de 1’association du stress et du traitement lors d’un test d’agressivité (Lamproglou et al.
2009). Enfin, la combinaison de ces deux facteurs induit une activation du systeéme dopaminergique
central (Taysse et al. 2005). Afin d’expliquer les éventuelles conséquences d’un traitement par la PB
au niveau du SNC des animaux stressés, quatre hypothéses peuvent &tre émises impliquant des effets
directs ou indirects par la mise en jeu de mécanismes périphériques :

- la premiere hypothese fait intervenir une altération de la perméabilité de 1a BHE consécutive a un
stress. De cette facon, le stress associé a la prise de PB favoriserait I’entrée de la PB ou d’un de ses
métabolites au niveau du cerveau. Du fait de leur polarité, la PB et ses métabolites ne peuvent pénétrer
au niveau du SNC dans des conditions normales (Birtley et al. 1966; Somani et al. 1972; Barber et al.
1979). Cependant, différentes conditions stressantes peuvent induire des défauts de la perméabilité de

la BHE (Belova & Jonsson 1982; Ben Nathan et al. 1991; Sharma et al. 1992; Diserbo et al. 2002)
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favorisant le passage de différentes molécules ou neurotransmetteurs ou virus au niveau cérébral alors
qu’ils en sont exclus dans des conditions normales.

Cette hypothese est étayée par Beck et son équipe démontrant une diminution de 1’activité AChE
cérébrale consécutive a 1I’administration périphérique d’un anticholinestérasique dans des conditions
de stress (Beck et al. 2003). Cette hypotheése ne peut cependant expliquer les résultats obtenus lors de
notre étude. En effet immédiatement apres la séance de PCA, i.e. la séance de stress répété, nous
n’avons pu observer, chez les rats traités par la PB, ni inhibition de I’activité ChE cérébrale ni passage
de PB tritiée (résultats non publiés). Par ailleurs a notre connaissance, aucune étude n’a pu a ce jour
détecter la PB au niveau du SNC chez des animaux stressés (Lallement 1998; Telang et al. 1999; Beck
et al. 2001; Kant et al. 2001; Tian et al. 2002). Seuls Miller et Verma en utilisant I’HPLC couplée a un
dosage radioimmunologique ont détecté de faibles quantités de PB au niveau du cerveau entier
d’animaux non stressés (Miller & Verma 1989). Cependant lors de cette étude, une forte quantité de
PB (1 mg/kg, i.m) a ét€ administrée aux animaux, dose représentant 10 fois celle que nous avons
utilisée.

- dans la deuxieme hypothese, la PB pourrait pénétrer dans le SNC au niveau de différentes
structures dépourvues de BHE, tels que les organes circumventriculaires au niveau de I’hypothalamus,
I’éminence médiane et le lobe postérieur de I’hypophyse. Cependant dans cette hypothese, la PB
induirait des troubles comportementaux méme chez les animaux non-stressés. Cette hypothese serait

donc réfutée par les résultats observés lors de notre étude.

Si 'une de ces deux hypotheses était vérifiée, elle pourrait expliquer certains troubles cognitifs a long
terme décrits par les vétérans. En effet, il est bien admis que le syst¢tme cholinergique central est
fortement impliqué dans la régulation des fonctions cognitives.

- La troisieme hypotheése a été suggérée par Abou-Donia (Abou-Donia et al. 1996) et Grauer
(Grauer et al. 2000) et fait intervenir une action de la PB sur I’activité estérase des cellules
endothéliales de certains capillaires cérébraux. La PB, en agissant sur ces cellules endothéliales,
entrainerait une altération de la perméabilité de la BHE permettant ’entrée de xénobiotiques et de
substrats physiologiques au niveau du SNC. Ainsi, il a été montré que la PB atténue les effets du
paraoxon sur la BHE (Song et al. 2004).

- Enfin Taysse et son équipe observent que la réponse du systéme sérotoninergique au stress est
exacerbée par la PB et suggerent que la PB puisse induire des effets au niveau du SNC via des
mécanismes indirects grace a son action au niveau périphérique (Taysse et al. 2005). En effet, au
niveau du SNP, la PB peut agir au niveau de nombreuses synapses cholinergiques dont beaucoup sont

impliquées dans la réponse au stress (Taysse et al. 2005). Certaines fibres pré-ganglionnaires

splanchniques ont des terminaisons au niveau de la glande médullo-surrénale a partir desquelles
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I’ AChE est sécrétée (Somogyi et al. 1975). Par ailleurs, le nerf vague posseéde des afférences et des
efférences dont la stimulation modifie les processus cognitifs, probablement en agissant sur I’activité

des structures du SNC (Hassert et al. 2004).

Notre modéle de stress associé au traitement par la PB n’induit aucun effet au niveau de I’activité
cholinestérasique cérébrale. Par ailleurs, nous n’observons aucune conséquence histologique ni
moléculaire 10 jours apres la fin du stress et du traitement. Comment alors expliquer les
conséquences comportementales observées lors du test du labyrinthe aquatique chez les animaux

traités par la PB avant la séance de PCA ?

4) Effets du modéele sur I’expression génique a J12

Lors de cette étude, nous nous sommes attachés a I’étude de 1’expression des génes au niveau de
deux structures cérébrales : I’hypothalamus, impliqué dans la réponse au stress via I’axe HPA (Tsigos
& Chrousos 2002; de Kloet 2008) et I’hippocampe, structure sensible au stress et fortement impliquée

dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (Kesner 2007; Kubik et al. 2007).

4.1- Effets du stress : modulation de ’expression d’Il-1a

La voie de signalisation de la cytokine Il-1 est impliquée dans les processus d’apprentissage et de
mémorisation. En effet, des rats traités par une injection intracérébrale de 1’antagoniste Il-1ra
présentent des défauts d’apprentissage dans un test de labyrinthe aquatique (Yirmiya et al. 2002). De
méme, des souris traitées par I’Il-1ra (20 mg/kg/jour) in utero pendant 4 jours présentent une absence
d’apprentissage dans un test de labyrinthe aquatique a 1’age adulte (Goshen et al. 2007). Les auteurs
mettent ainsi en évidence I’importance de la signalisation de la cytokine II-1 pendant le
développement cérébral in utero. Par ailleurs la délétion du récepteur II-1R1 (Goshen et al. 2000;
Goshen et al. 2001; Avital et al. 2003) chez des animaux KO affecte la voie de signalisation de I’Il-1 et
induit des défauts des capacités d’apprentissage dans un test de labyrinthe aquatique. De méme,
I’administration a des doses élevées de la cytokine (Oitzl et al. 1993; Gibertini et al. 1995) diminue
également les capacités d’apprentissage lors d’un test de labyrinthe aquatique. Pourtant il a été montré
que I'll-1a endogene module I’apprentissage chez des rats (Depino et al. 2004).

D’autres études ont montré que 1’administration de cette cytokine (a des taux pathologiques) a des
nouveau-nés se traduit par des défauts des capacités mnésiques a 1’age adulte (Tohmi et al. 2004;
Tohmi et al. 2007). Ainsi, comme suggéré par une équipe israélienne, 1I’idée d’une double action de
I'll-1 a émergé: des taux physiologiques de la cytokine sont nécessaires pour les processus
d’apprentissage et de mémorisation alors qu’une diminution ou un exces d’Il-1 se traduit par des

défauts de I’apprentissage (Goshen et al. 2007; Goshen & Yirmiya 2008) (cf figure 19, page 66).
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Comme suggéré précédemment, les glucocorticoides jouent un rdle important dans 1’apprentissage
et la mémorisation des animaux. Les auteurs mettent en évidence que les effets des glucocorticoides
peuvent €tre inhibiteurs (particulierement a de hauts niveaux) ou facilitateurs (a de faibles niveaux)
(McEwen et al. 1995; de Kloet et al. 1999; Kim & Diamond 2002; de Kloet et al. 2005). Ainsi comme
I'implication de I'Il-1 sur les capacités d’apprentissage, les glucocorticoides exerceraient également
une influence en « cloche » sur les processus de mémorisation (Diamond et al. 1992; Conrad et al.
1999; Goshen & Yirmiya 2008).

Lors de nos expérimentations, I’application du test PCA modifié se traduit, au niveau de
I’hypothalamus, par une baisse de 1I’expression d’IlI-1a. Ainsi, comme suggéré par Goshen (Goshen et
al. 2007), il semble que notre modele de stress pourrait modifier les capacités d’apprentissage des
animaux. Pourtant les résultats dans le labyrinthe aquatique révelent que les animaux soumis au test
PCA apprennent aussi vite que les animaux « controle » du groupe « sham-eau ». Alors que différentes
études ont démontré I’'importance de cette cytokine pour les processus cognitifs, les capacités
d’apprentissage de nos animaux stressés ne semblent ni altérées ni augmentées. Différentes hypotheses
peuvent étre émises afin d’expliquer ce phénomene :

- lors de notre étude, le test PCA a été réalisé pendant 10 jours. Il est possible que cette durée
soit trop courte pour observer un effet du stress sur I’apprentissage des animaux. En effet la
plupart des travaux mettant en évidence des effets du stress sur les capacités mnésiques
utilisent un stress chronique appliqué pendant plus de 3 semaines ;

- par ailleurs, méme si 1’application du PCA se traduit par une diminution de la transcription
de I'Il-1q, il est possible que cette inhibition soit insuffisante pour induire des troubles des
processus d’apprentissage. En effet, dans la majorité des études, la diminution de
I’expression de I’Il-1 fait suite a un blocage de sa signalisation par utilisation d’animaux KO
pour le récepteur I1-1R1 (Goshen et al. 2000; Goshen et al. 2001) ou par administration de
I’antagoniste Il-1ra (Yirmiya et al. 2002; Goshen et al. 2007). Dans notre étude, les animaux
soumis au test PCA présentent une diminution de I’expression de la cytokine mais I’ARNm
codant pour I’'ll-1a reste tout de méme détectable ;

- le test du labyrinthe aquatique a été réalisé a J15 soit trois jours apres la fin du stress.
Comme spécifié précédemment, il existe un lien étroit entre les taux de glucocorticoides et
les taux d’Il-1. L hypothese émise tient a la « récupération » des animaux pendant ce délai.
Cependant, celle-ci semble peu envisageable car méme si les animaux n’ont pas été soumis
au test PCA pendant 3 jours, la séance de labyrinthe aquatique est précédée d’un rappel des
conditions stressantes pendant 2 minutes dans 1’enceinte servant pour le PCA mais sans

application du choc électrique.
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Des études complémentaires seraient nécessaires afin de tenter d’identifier les mécanismes par
lesquels I’application du test PCA induit une diminution de I’expression de I'll-la au niveau de
I’hypothalamus. Il semble que le systéme sérotoninergique puisse €tre impliqué puisque différents
travaux ont montré un lien entre la cytokine et cette voie. En effet, I’injection du précurseur de la
sérotonine, le 5-HTP, a des rats se traduit par une diminution de I’expression de la cytokine au niveau
de I’hypothalamus et de I’hippocampe (Gemma et al. 2003). Par ailleurs, I’administration i.p. d’Il-1a a
des rats Sprague-Dawley augmente les concentrations de sérotonine au niveau de I’hypothalamus
(Shintani et al. 1993; Shintani et al. 1995; O'Connor et al. 2000). Enfin il semble que le systeme
sérotoninergique soit impliqué dans des modifications comportementales suite a un stress

psychologique (Inoue et al. 1994; Sajdy et al. 1997).

4.2- Effets du traitement par la PB : modulation de I’expression des MR

Les animaux traités par la PB ne présentent aucun défaut des capacités d’apprentissage. Alors que
le traitement par la PB pendant 10 jours ne modifie pas la transcription d’Il-lo. au niveau de
I’hypothalamus, il se traduit par une augmentation de la transcription de la cytokine au niveau de
I’hippocampe, alors méme que la corticostéronémie n’est pas influencée par le traitement. A notre
connaissance aucune étude n’a démontré un effet de la PB administrée en périphérie sur la régulation
de la cytokine cérébrale. Ainsi I’action du pré-traitement sur I’expression d’Il-1a reste inexpliquée.

Les résultats de notre analyse moléculaire a J12, immédiatement apres la derniére séance de stress
et de traitement, révelent que la PB induit une augmentation de 1’expression des récepteurs aux
minéralocorticoides (MR) au niveau de I’hypothalamus chez les animaux stressés comme non stressés
sans affecter I’expression des récepteurs aux glucocorticoides (GR). Différentes hypotheses peuvent
étre évoquées pour expliquer ce phénomene.

La PB entralnant une modulation de I’expression des MR, récepteurs aux minéralocorticoides,
notre premiere hypothese impliquait la sécrétion d’aldostérone. Nous avons envisagé que la PB puisse
induire une augmentation de la sécrétion de cette hormone. Une boucle de contrdle serait dans ce cas
responsable d’une augmentation de I’expression des MR permettant de compenser 1’augmentation de
la sécrétion d’aldostérone. Cependant au niveau du SNC, les récepteurs aux glucocorticoides sont
soumis a une boucle de régulation négative. Il a en effet été montré que 1’augmentation de la liaison de
leur ligand induit une inhibition de la transcription de leur propre ARNm (Herman et al. 1989;
Hansson et al. 2000). Par ailleurs, nos résultats ne montrent aucun effet significatif du traitement par la
PB sur les concentrations plasmatiques d’aldostérone que ce soit chez les animaux stressés comme non
stressés. Enfin, a notre connaissance, aucune étude n’a montré que la liaison de 1’aldostérone sur son
récepteur induit une augmentation de la transcription des MR. De plus, le promoteur du géne codant

pour les MR ne posseéde aucun site de liaison pour les MR liés a 1’aldostérone. En revanche, il possede
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un site de fixation pour les GR (de Kloet et al. 2005) nous conduisant a envisager une seconde
hypothese faisant intervenir la réponse au stress.

En effet, les deux types de récepteurs aux glucocorticoides (MR et GR) sont impliqués dans la
réponse au stress via I’axe HPA (Spencer et al. 1998). Les GR présentent une faible affinité pour la
corticostérone et sont, de ce fait, seulement impliqués lors d’un stress. Les MR présentent une affinité
10 fois plus élevée pour la corticostérone et sont saturés méme dans des conditions basales (de Kloet
et al. 2005). Ainsi la principale fonction assurée par les GR serait de « normaliser » 1’ activité cérébrale
quelques heures apres un stimulus stressant (Joels et al. 2007). Depuis quelques années, le concept
d’une « balance » entre ces deux récepteurs a émergé. Suite a un événement stressant, cette balance est
responsable du maintien de I’homéostasie. Ainsi, toute modification de cette balance MR/GR induit,
pour les individus, une perte de la faculté a conserver I’homéostasie de 1’organisme (de Kloet et al.
1998; de Kloet et al. 2005; de Kloet 2008). Les deux types de récepteurs présentent une action
différentielle lors de la réponse au stress : au niveau de 1’hippocampe, les MR contrdlent la réaction
dite de « stress initial » alors que les GR sont essentiels lors de la phase d’adaptation (De Kloet et al.
1998; Joels et al. 2007; Joels et al. 2008). Par ailleurs, les GR sont indispensables a la réponse au
stress. En effet, chez le Rat, on observe une plus faible augmentation des taux de corticostérone
plasmatique consécutive a une heure de stress de choc électrique intermittent lorsque les animaux ont
été traités par un antagoniste des GR (RU-38486) (Moldow et al. 2005). Les animaux traités par un
antagoniste des MR (RU-28318) et stressés présentent des taux de corticostérone similaire a des rats

stressés n’ayant pas recu I’antagoniste.

Chez le Rat, la transcription des ARNm des deux types de récepteur refléte leur expression
protéique (Sanchez et al. 2000). Au vu de nos résultats, il semble que la PB, en augmentant
I’expression des MR donc leur transcription, puisse modifier la balance MR/GR induisant de ce fait un
plus faible recrutement des récepteurs GR lors d’un événement stressant. En effet, selon le principe de
cette balance, une augmentation du nombre de MR par rapport aux GR pourrait étre en faveur d’une
diminution de la réponse de ’axe HPA a un événement stressant. Cette hypothese est étayée par une
étude comparative réalisée entre des rats Lewis et Wistar. En réponse a un stimulus stressant, les rats
Lewis présentent de plus faibles taux plasmatiques d’ACTH et de corticostérone que les autres
souches de la méme espece. Ils sont donc caractérisés par une moindre réponse au stress. Par ailleurs
ces mémes animaux présentent des taux plus élevés de MR (Oitzl et al. 1995). Ainsi le traitement
quotidien par la PB a la dose de 1,5 mg/kg/j pendant 10 jours se traduirait, chez le rat Wistar adulte,
par une modification de la réponse au stress des animaux. Les animaux traités présentent, en effet, une

expression des récepteurs MR qui pourrait diminuer leur réponse au stress.
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4.3- Effets de I’association du stress et de la PB : modulation de I’expression de BDNF,
TrkB et CamKIla

Notre étude comportementale révele que les animaux stressés et ayant recu la PB présentent un
temps de parcours plus long que les animaux des autres lots lors du test du labyrinthe aquatique. 11
semble donc que I’association du stress et du traitement induise des défauts des capacités
d’apprentissage. Pourtant les animaux continuent a apprendre puisque leur temps de parcours diminue
de jour en jour. Méme si le stress seul ne présente aucun effet sur I’expression de BDNF, TrkB et
CamKlla, la transcription de ces trois génes est augmentée au niveau de 1I’hippocampe des animaux
traités par la PB puis soumis au test PCA. Cette augmentation de I’activité transcriptionnelle pourrait
étre corrélée aux troubles observés chez ces animaux lors du test du labyrinthe aquatique. Comme
nous ’avons développé dans la partie bibliographique de ce manuscrit, plusieurs études ont en effet
montré 1’importance de ces trois molécules pour les processus d’apprentissage et de mémorisation
(Silva et al. 1992; Blanquet & Lamour 1997; Cho et al. 1998; Mu et al. 1999; Yamada & Nabeshima
2003; de Quervain & Papassotiropoulos 2006; Sun et al. 2006; Hashimoto et al. 2008). Par ailleurs,
I’hippocampe est une structure particulierement sensible au stress (McEwen 1998) et joue un role
important dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (Morris et al. 1982; Moser et al.
1993; Sousa et al. 2000). D’autres études ont précédemment montré qu’un changement de la
régulation de certains génes au niveau de 1’hippocampe, chez le Rat, est associé a des modifications

des capacités d’apprentissage (Liu et al. 2004; Sun et al. 20006).

Ainsi, des rats soumis a un stress chronique multiple (contention, éclairage en période nocturne)
pendant 6 semaines apprennent plus vite dans un labyrinthe aquatique et présentent une augmentation
de D’expression des ARNm codant pour CamKIl, CaM et CREB (Cyclic adenosine 3’-5
monophosphate (cAMP) response element (CRE) binding protein) au niveau de 1’hippocampe apres 3
jours de labyrinthe aquatique (Sun et al. 2006). Les auteurs émettent alors 1’hypotheése que
I’augmentation de I’expression de ces trois messagers intervient dans 1’augmentation des facultés
d’apprentissage dans le labyrinthe aquatique. Par ailleurs, des rats Wistar soumis a un autre type de
stress multiple (contention, position verticale, éclairage en période nocturne) pendant 6 semaines
présentent également une augmentation des capacités d’apprentissage lors d’un test de labyrinthe
aquatique (Li et al. 2007). Ces auteurs observent, au niveau de I’hippocampe, une augmentation
concomitante de I’expression de Fyn, BDNF et TrkB associée, selon eux, a une augmentation des
capacités d’apprentissage.

Les résultats de notre étude révelent que 1’application du test PCA seul ne se traduit par aucun
changement des capacités d’apprentissage des animaux ni aucune modulation de [Iactivité

transcriptionnelle des trois génes BDNF, TrkB et CamKllo au niveau de 1’hippocampe. Il semble que,
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comme discuté précédemment, 1’application du test PCA modifié n’ait pas été assez longue pour
induire un effet observable sur les capacités d’apprentissage lors du test du labyrinthe aquatique. Par
ailleurs, I’association du stress et du traitement par la PB induit des modifications géniques que
d’autres équipes correlent a un meilleur apprentissage. Une augmentation des facultés d’apprentissage
aurait alors été attendue chez les animaux traités et soumis au test PCA. Pourtant, lors du test du
labyrinthe aquatique, ces mémes animaux apprennent moins vite que les autres. Différentes
hypotheses peuvent étre émises afin d’expliquer ce phénomene contradictoire :

- la premiere hypothese envisagée fait intervenir la modification de la balance MR/GR par le
traitement par la PB. Cette modification conduirait a un défaut de la réponse au stress chez ces
animaux. Cette hypotheése est en accord avec les travaux de Ferguson et Sapolsky (Ferguson &
Sapolsky 2007) qui ont montré que la surexpression des MR régule la consolidation de la mémoire
chez les rats. Cette augmentation de 1’expression des MR est également retrouvée chez les rats Lewis,
animaux caractérisés par une hyporéponse de 1’axe HPA au stress (Qitzl et al. 1995).

- la seconde hypotheése concerne I’expression plus élevée de CamKII chez les animaux stressés
ayant recu la PB. En effet, des souris transgéniques surexprimant CamKII présentent des difficultés
d’apprentissage dans un labyrinthe aquatique (Bejar et al. 2002). Les auteurs supposent alors que de
faibles taux de CamKII faciliteraient les capacités d’apprentissage et qu une augmentation des taux de
cette protéine se traduirait par des défauts d’apprentissage dans un test de labyrinthe aquatique. Ces

résultats n’ont cependant jamais été reproduits par d’autres équipes.

Au vu de ces différentes données, il semble que la PB, en modifiant la balance MR/GR, soit
responsable d’une modification de la réponse au stress. Ainsi méme si la PB seule n’induit aucun effet
sur les capacités d’apprentissage, son association avec le stress se traduit par des modifications
moléculaires de BDNF, TrkB et CamKIla conduisant a un retard d’apprentissage. Le(s) mécanisme(s)
reliant la balance MR/GR aux modifications de 1’expression génique consécutives a 1’association
stress-PB (BDNF, TrkB et CamKlla) reste a établir pour expliquer le développement des effets
secondaires comportementaux observés jusqu'a 6 mois apreés arrét du stress et du traitement

(Lamproglou et al. 2009).
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Perspectives

Les travaux conduits lors de cette étude mettent en évidence que le traitement répété par la
pyridostigmine se traduit par une modification de la balance MR/GR au niveau cérébral. Ceci pourrait
induire une modification de la réponse au stress chez les animaux stressés ayant recu la PB. Par
ailleurs, alors que I’augmentation de I’expression de BDNF, TrkB et CamKlIla a été corrélée a une
amélioration de I’apprentissage, nos animaux stressés et traités par la PB présentent un défaut
d’apprentissage des J15.

Différents mécanismes restent donc a éclaircir :

- Tout d’abord, il serait nécessaire de déterminer comment la PB modifie la balance MR/GR et
donc la réponse au stress des animaux. Les données bibliographiques ne nous ont pas permis d’établir
un lien entre un inhibiteur cholinestérasique périphérique et la modulation de I’expression de ces
récepteurs au niveau du SNC.

- Un second mécanisme important a élucider concerne les résultats observés dans le labyrinthe
aquatique. En effet, bien que 1’association du stress et de la PB pendant 10 jours induise des
changements moléculaires en faveur d’une augmentation des facultés d’apprentissage, ces animaux
présentent un retard d’apprentissage dans le labyrinthe aquatique. Une étude supplémentaire portant
sur I’évaluation des protéines traduites a partir de ces genes serait intéressante afin de vérifier que
I’augmentation de la transcription observée conduise bien & une modulation protéique par le stress, le
traitement ou leur association. En effet, différentes régulations interviennent au niveau de Ia
transcription, de I’ARNm puis de la traduction. La compréhension de ces mécanismes impose de doser
les protéines codées par ces ARN.

- Enfin, nos résultats démontrant une activation de la voie du BDNF chez les animaux stressés
ayant recu la PB, il serait intéressant de tenter d’identifier les différents acteurs de la cascade
moléculaire permettant d’expliquer le lien entre I’activation de cette voie et les modifications du
comportement observées chez nos animaux. Des études complémentaires ciblant des molécules
appartenant a la voie du BDNF semblent donc nécessaires. Méme si le lien existant entre ces trois
genes BNDF, TrkB et CamKIla reste encore incertain, le facteur de transcription CREB, les récepteurs
glutamatergiques NMDA ainsi que la protéine Fyn qui les phosphoryle semblent impliqués (Vaynman
et al. 2003; Li et al. 2007; Vaynman et al. 2007). La protéine Fyn appartient a famille des tyrosines

kinases Src. Abondamment exprimée au niveau des neurones, cette protéine est associée aux

- 146 -



1V — Discussion et perspectives

récepteurs NMDA (Salter 1998). La stimulation de TrkB par le BDNF induit son association avec Fyn
qui une fois activée peut se lier au récepteur NMDA (Mizuno et al. 2003; Xu et al. 2006). Par ailleurs,
une étude réalisée sur des coupes d’hippocampe montre 1’existence d’une interaction entre CamKII et
la sous-unité NR2B du récepteur NMDA (Schulman 2004). Cette liaison permettrait de bloquer la
kinase dans une conformation active méme apres dissociation de la calmoduline (Bayer et al. 2001).
Une fois activée, CamKII peut phosphoryler le facteur de transcription CREB (Blanquet et al. 2003).
En effet, I’utilisation de KN62, inhibiteur spécifique de CamKII, diminue la transcription de CREB in
vitro (Schwaninger et al. 1993) comme in vivo (Vaynman et al. 2007). Le facteur de transcription

CREB est quant a lui capable d’initier la transcription du BDNF (Finkbeiner 2000).

Les mécanismes d’activation de CamKII semblent donc complexes. Au vu des données
bibliographiques, différents schémas d’activation de cette molécule peuvent E&tre envisagés

(figure 48) :

®)

k' '] Fyn ﬁ TrkB
4_
CamKII
PLc (2)
STRESS @ IP3 + DAG

/ O « ARNm BDNF _K CamKil
® / “2*
i

=»» ARNm CREB =

l Caz2+

Plasticité synaptique

Apprentissage

Mémorisation

Figure 48 : schéma des différentes voies d’activation de CamKII dans 1’hippocampe.
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- I’augmentation de I’expression de I’ARNm du BDNF, si elle est corrélée a une augmentation
des taux protéiques de la molécule, se traduit par 1’interaction du BDNF avec son récepteur
TrkB (Figure 48, 1). Cette liaison induit 1’activation de la voie de la phospholipase C
(Figure 48, 2) générant alors de I'IP; et du DAG. Ces deux composés entrainent la libération
de calcium a partir des stocks intracellulaires. Ce calcium peut alors activer CamKII
(Blanquet & Lamour 1997; Minichiello et al. 2002) capable d’initier la transcription de
CREB, TrkB et BDNF ;

- un second mécanisme d’activation de CamKII implique les récepteurs NMDA via I’activation
de la molécule Fyn par TrkB (Figure 48, 3). L’activation des récepteurs NMDA entraine
CamKII vers la cascade des MAPKSs afin de moduler la plasticité synaptique impliquée dans
les processus d’apprentissage et de mémorisation (Blanquet et al. 2003). Dans ces conditions,
CamKII stimule une molécule appelée p38 appartenant a la famille des MAPKSs. Celle-ci
induit la phosphorylation du facteur de transcription CREB (Blanquet et al. 2003; figure
48,4). Les mécanismes par lesquels CamKII intervient pour induire cette phosphorylation
restent indéterminés bien que 1’implication de CamKII dans la transduction CRE-dépendante
ait été montrée in vivo (Shieh et al. 1998). L’activation de CamKII induit la transcription de

CREB (Figure 48, 5) agissant lui-mé&me sur la transcription du BDNF (Figure 48, 6).

Ces deux voies semblent donc étroitement liées puisque, chez le Rat, ’administration d’un
inhibiteur des récepteurs NMDA (MK-801) abolit I’augmentation de I’expression de BDNF, TrkB et
CREB normalement observée suite a un stress physique (Vaynman et al. 2003). Par ailleurs, on assiste
a une boucle de rétrocontrdle puisqu’en agissant via son récepteur, le BDNF est capable d’initier la
synthése de son propre ARNm (Figure 48, 7) et celle de son récepteur.

En ce qui concerne I’action du stress sur ces voies, il semble intervenir a différents niveaux. En
effet, I’existence d’un lien entre les glucocorticoides et le facteur de transcription CREB a été prouvée
(Barnes 1998; Focking et al. 2003). De plus, les glucocorticoides pourraient agir par 1’intermédiaire de
la recapture du glutamate et par 1’activation de 1’expression de la sous-unité NR2B du récepteur
NMDA (Inoue et al. 1994; Kim & Yoon 1998).

Toutes ces voies conduisent a 1’expression de CREB, facteur de transcription impliqué dans la
plasticité synaptique et par voie de conséquence dans les processus d’apprentissage et de

mémorisation.
En résumé, I’application du test PCA modifié seul n’induit aucune augmentation de I’expression

de BDNF, TrkB et CamKIla et n’engendre pas d’effet sur I’apprentissage des animaux. Au contraire,

I’association du PCA modifié au traitement par la PB induit des modifications de 1’expression de ces
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genes et un retard d’apprentissage. Il est alors possible d’envisager que, sous l’effet du stress,
I’administration périphérique de PB puisse agir au niveau des différents acteurs des voies
précédemment décrites. La balance MR/GR modifiée par le traitement pourrait intervenir a ce niveau
sans que le mécanisme ne soit, a I’heure actuelle, identifié. Le facteur de transcription CREB étant
impliqué dans la plasticité synaptique lors des processus d’apprentissage, nous pouvons supposer que,
sous I’effet du stress, la PB puisse intervenir sur sa transcription induisant de ce fait des conséquences
sur la mise en place des processus d’apprentissage. Par ailleurs, une inhibition ou une délétion des
récepteurs NMDA se traduisant par un défaut d’apprentissage spatial (Sakimura et al. 1995; Tsien et
al. 1996), il est envisageable qu’une action de la PB a ce niveau puisse également induire des troubles
de I’apprentissage.

Afin de tenter d’expliquer I’enchainement de ces évenements moléculaires, 1’identification des
conséquences du stress et du traitement a des délais plus précoces apparait nécessaire tant au niveau
génique que protéique. Ceci est étayé par le fait que nous n’avons mis en évidence aucune modulation
de I’expression génique a J22, soit 10 jours apres 'arrét du stress et du traitement. Les effets sur
I’expression des geénes impliquent donc des mécanismes agissant a des délais courts. Une étude nous
permettant d’évaluer les modifications d’expression génique induites par notre protocole délai par
délai, de J1 a J12, ainsi qu’immédiatement apres une séance de rappel du PCA sans application du
choc électrique, semble donc essentielle. Finalement, 1’évaluation de I’expression de génes impliqués
dans différents types de comportement (social, anxiété, cognition) pourrait permettre une meilleure

compréhension des symptomes engendrés par ’association du stress et du traitement par la PB.
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Le but de cette étude était d’évaluer, au niveau du SNC, les effets secondaires de la prise de PB
lorsque le traitement est administré en situation de stress répété. Les conséquences du traitement ont
particulicrement été étudiées sur les capacités d’apprentissage des animaux dans un labyrinthe
aquatique. Par ailleurs, I’influence du stress et du traitement a été évaluée sur I’expression de geénes
dans différentes structures cérébrales choisies pour leur implication dans les processus cognitifs et la
gestion du stress.

Dans un premier temps, cette étude nous a permis de valider, tant d’un point de vue biologique
que moléculaire, un nouveau modele de stress psychologique, que les animaux devaient étre a méme
de gérer. Les rats soumis a ce nouveau modele de stress pendant dix jours présentent une perte de
poids, une augmentation des taux plasmatiques d’aldostérone et de corticostérone ainsi que de
I’expression de génes marqueurs du stress au niveau cérébral. Dans un second temps, la dose et la voie
d’administration de la PB ont été¢ validées : elles ont conduit a une inhibition de I’activit¢ AChE
périphérique similaire a celle recommandée par 'OTAN dans le cadre de la prophylaxie chez
I'Homme. Ainsi, ces deux modeles associés (stress + traitement par la PB) nous ont permis de mimer
certaines des conditions vécues par les soldats lors de la premiere guerre du Golfe.

Alors que le modele de stress utilisé ne se traduit par aucune modification des capacités
d’apprentissage des animaux, les rats stressés ayant recu la PB présentent un retard d’apprentissage
lors du test du labyrinthe aquatique, débuté 3 jours apres la fin du stress et du traitement. Par une
approche de biologie moléculaire, nous avons mis en évidence une augmentation de I’expression des
récepteurs aux minéralocorticoides de I’hypothalamus, suite au traitement répété par la PB. Ceci
suggere que le traitement par la PB modifie la réponse au stress des animaux, hypothese que
confortent les modifications géniques observées chez les animaux stressés et traités. En effet, au
dernier jour de I’association du stress et du traitement, nous observons, dans l'hippocampe, une
augmentation de 1’expression de genes qui, d'apres la littérature, serait en faveur d'un meilleur
apprentissage (BDNF, TrkB et CamKII). Pourtant, trois jours apres arrét du stress et du traitement, les
facultés d'apprentissage des animaux sont amoindries et ces perturbations perdurent jusqu’a 6 mois
apreés arrét du traitement associé au stress (Lamproglou et al., 2009). Les liens existant entre le
traitement par la PB et les effets géniques et comportementaux observés chez les animaux traités et
stressés nous semblent, a ’heure actuelle, difficiles a établir. Une action directe de la PB au niveau
cérébral semble peu probable puisque nous n’avons mis en évidence aucune inhibition de I’activité
cholinestérasique cérébrale ni immédiatement apres la derniere séance de stress, ni 10 jours plus tard.
La PB administrée en situation de stress pourrait, plus probablement, interagir au niveau de synapses
cholinergiques du systeme autonome impliqué dans la réaction au stress.

Afin de tenter d’établir la cascade d’évenements conduisant au retard d’apprentissage que nous
observons chez les animaux traités et stressés, des études complémentaires ciblant notamment le

facteur de transcription CREB et les récepteurs NMDA seraient intéressantes. L’expression de ces
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molécules devrait étre analysée tant en terme de messager que de protéine. De méme, la vérification de
la phosphorylation de CamKII permettrait de s’assurer de la transduction d’un éventuel signal par cette
molécule. Enfin, des prélevements effectués a chaque délai du protocole nous permettraient d’établir
une cinétique de I’activation de ces différentes molécules.

Bien que cette étude mette en évidence un effet de la PB au niveau du SNC, y compris lorsqu’elle
n’est pas associée au stress (modulation de la balance MR/GR), il est a I’heure actuelle impossible
d’envisager la suppression de ce traitement dans le cadre de la prophylaxie en cas de menace
chimique, principalement en cas de risque d’intoxication au soman.

D’autres molécules sont a I’heure actuelle a I’étude dans le cadre d’un éventuel remplacement de
la pyridostigmine. Ainsi, I’huperzine A, molécule en phase finale d’essai clinique pour le traitement de
la maladie d’ Alzheimer en Chine, est un inhibiteur spécifique de I’ AChE. L’Huperzine A présente un
temps de demi-vie plus élevé que la PB (5 a 6 heures) et posséde la faculté de traverser la BHE.
Contrairement a la PB, cette molécule peut donc protéger les cholinestérases cérébrales. Il semble
cependant nécessaire de souligner 1’aspect contradictoire de certaines études. En effet, en cas
d’intoxication par les NOPs, la protection de I’activité cholinestérasique cérébrale semble primordiale.
Cette protection doit cependant &tre dépourvue d’effets secondaires au niveau du SNC. Au vu des
études montrant que la PB, anticholinestérasique périphérique, peut avoir des effets secondaires
centraux, 1’utilisation d’Huperzine A dans le cadre du pré-traitement prophylactique nécessitera des
études montrant son innocuité, en particulier si elle est combinée au stress ou a d’autres composés
chimiques utilisés pendant les conflits.

Par ailleurs, les techniques de génie génétique permettent de produire une BuChE recombinante
humaine 2 partir de lait de chévre. Cette molécule baptisée Protexia® vient d’obtenir 1’approbation de
la FDA (Food and Drug Administration) américaine pour son utilisation lors d’essais cliniques (phase
2) chez I’Homme. Un litre de lait de chevres transgéniques permet de produire de 0,1 a 5 g de BuChE.
Cette enzyme recombinante, agissant comme une « éponge » pour capturer et inhiber les NOPs,
possede la faculté de persister dans le plasma humain pendant deux semaines. Ainsi une
administration unique, avant intoxication potentielle, permettrait de protéger I’Homme sur une durée
plus longue que la PB. Une seule injection de 200 mg de BuChE permet de protéger I'organisme
contre une dose de NOPs allant jusqu'a 5 fois la DL50 du soman et du VX chez I’animal. En cas de
conflit, il est cependant difficile d'évaluer la dose de toxique utilisée. Aussi, le traitement post-
exposition reste tout de méme nécessaire. Il est a noter que la PB a récemment obtenu, en France,
I’ AMM pour son utilisation en tant que traitement prophylactique contre les NOPs. L’obtention d’une
telle AMM pour la BuChE recombinante humaine nécessitera un délai justifiant probablement

I’utilisation pendant plusieurs années encore de la Pyridostigmine.
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Annexe la : Séquences des amorces et conditions de PCR utilisées pour les échantillons de I’hypothalamus et de I’hippocampe

(ND : non déterminé)

HYPOTHALAMUS HIPPOCAMPE
Numéro Température 2+ Température
Géne d’accession Séquence amorce 5°-3’ [Mg2+]  [amorces] d’hybridation (Mg’ ] [amorces] d’hybridation
GenBank (mM) (PM) (oC) (mM) ("M) (OC)
Sens CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG A 05 A 05
ARBP NM_022402 s 1 i-sens CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG | >3 | 4
Sens AGCATGTGGTCTTTGGGAAGGTG
Cyea NM_OIZIOL i cens CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC 4 0.5 >6 4 0.5 >3
Sens CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
HPRT NM_012583 Anti-sens GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 4 0.4 >8 4 0.4 26
Sens AGATGTGCGACCCTGGAATGAC
o NM_012920 Anti-sens CGGGACCACAGGTTTTCAAAATAG 4 0.4 26 4 0.5 26
Sens TTACCTCTTGGGGTTAGGAGAAGTC
BDNF NM_012513 Anti-sens TCACTAGGGAAATGGGCTTAACAC ND ND ND 4 0.4 >3
Sens CGGAACTGCTTGGTAGGAGAGAAC
TrkB NM_012731 4 0,4 55 4 0,4 57

Anti-sens CGGATGGGCAACATTGTGTG

- y6I -

saxauuy



Annexe 1b : Séquences des amorces et conditions de PCR utilisées pour les échantillons de I’hypothalamus et de I’hippocampe

HYPOTHALAMUS HIPPOCAMPE
Numéro Température 2+ Température
Géne d’accession Séquence amorce 5°-3’ [Mg2+]  [amorces] d’hybridation (Mg’ ] [amorces] d’hybridation
GenBank (mM) (PM) (oC) (mM) ("M) (oC)
Sens ACCATCGAGGAGGTGGATTAGAGG
Hsp70Tl  NM_O3I971 i cens ACCAGCAGCCATCAAGAGTCTGTC 4 0.5 36 4 0.5 62
Sens AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG
I-«B XM 343065\ isens  CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG 4 0.5 37 4 0.5 >7
Sens GCAGAGGTTCTACCAACTGACCAAG
NM_013131 . 4 0.4 57 4 0.4 57
MR - Anti-sens  ACCTTCAGAGCCTGGGATTCTC
Sens GCCTTGGGTTGGAGATCATACAG
R NM_012576 . 4 0,4 57 4 0,4 58
G - Anti-sens TTGGTCATACATGCAGGGTAGAGAC
Sens CGGAGAATCCGAAGGGAAAG
-F NM_022197 . 4 0,4 55 4 0,5 56
c-ros - Anti-sens TGGCAATCTCGGTCTGCAAC
Sens CAATGGGCACATCACCACTACAC
¢-Jun NM_021835 4 0,5 61 4 0,5 58

Anti-sens TCTGGCTATGCAGTTCAGCTAGG
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Annexe Ic : Séquences des amorces et conditions de PCR utilisées pour les échantillons de I’hypothalamus et de 1’hippocampe

HYPOTHALAMUS HIPPOCAMPE
Numéro Température 2+ Température
Geéne d’accession Séquence amorce 5°-3’ [Mg2+] [amorces] d’hybridation [Mg'] [amorces] d’hybridation
GenBank (mM) (PM) (oC) (mM) (PM) (OC)
Sens GACTTTAACTACAATTTTAGCTCCCTGAT
MCIP1 NM_153724 . 4 0,4 60 4 0,4 60
- Anti-sens TTGGCCCTGGTCTCACTTTC
Sens AAGACAAGCCTGTGTTGCTGAAGG
Tl-1a NM_017019 Anti-sens TCCCAGAAGAAAATGAGGTCGGTC 4 0.4 63 4 0.4 63
Sens GCGACTTATGCAATACTGGACCAA
AChE NM_172009 Anti-sens TCCCAGAAGAAAATGAGGTCGGTC 4 0.4 36 4 0.5 >6
Sens ACCAGCCTGGACACCAAATCTG
GFAP NM_017009 5 0,5 54 5 0,5 55
Antisens  CCACCGTCTTTACCACGATGTTC
Sens TTGGACACCGAAGCCAGAGA
S100p NM_013191 4 0,5 54 4 0,5 55
Anti-sens  AAGACATCAATGAGGGCAACCAT
Sens TGGATCTCACCTTCCACCTTCTG
CRF NM_031019 . 4 0,5 58 4 0,4 58
- Anti-sens TTCCTGTTGCTGTGAGCTTGC
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Annexe 2a

: Séquences des amorces et conditions de PCR utilisées pour les échantillons du striatum et du cortex frontal

STRIATUM CORTEX FRONTAL
Numéro Température 24 Température
Géne d’accession Séquence amorce 5°-3’ [Mg2+] [amorces] d’hybridation [Mg”] [amorces] d’hybridation
GenBank (mM) (uM) “C) (mM) (uM) °C)
Sens CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG A 0.5 4 0.5
ARBP  NM 022402 )\ tisens  CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG ’ 55 ’ 55
Sens AGCATGTGGTCTTTGGGAAGGTG
CycA NM_017101 Anti-sens CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC 4 0.5 26 4 0.5 26
Sens CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
HPRT NM_012583 Anti-sens GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 4 0.4 >3 4 0.4 26
Sens AGATGTGCGACCCTGGAATGAC
@ NM_012920 Anti-sens CGGGACCACAGGTTTTCAAAATAG 4 0.5 >7 4 0.5 >7
Sens TTACCTCTTGGGGTTAGGAGAAGTC
BDNF NM_012513 Anti-sens TCACTAGGGAAATGGGCTTAACAC 4 0.4 > 4 0.4 >
Sens CGGAACTGCTTGGTAGGAGAGAAC 57
TrkB NMO2T3T - pntesens  CGGATGGGCAACATTGTGTG 4 04 57 4 04
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Annexe 2b : Séquences des amorces et conditions de PCR utilisées pour les échantillons du striatum et du cortex frontal
STRIATUM CORTEX FRONTAL
Numéro Température 2+ Température
Géne d’accession Séquence amorce 5°-3’ [Mg2+] [amorces] d’hybridation Mg ] [amorces] d’hybridation
GenBank (mM) (IJM) (oC) (mM) ("M) (oC)
Sens ACCATCGAGGAGGTGGATTAGAGG
Hep70IL - NMLO3I97L ) isens  ACCAGCAGCCATCAAGAGTCTGTC 4 0.5 58 4 0.5 58
Sens AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG
T-«B XM_343065 \jtisens  CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG 4 0.5 37 4 0.5 37
Sens GCAGAGGTTCTACCAACTGACCAAG
MR NM_013131 . 4 0,4 57 4 0,4 57
Anti-sens ACCTTCAGAGCCTGGGATTCTC
Sens GCCTTGGGTTGGAGATCATACAG
R NM_012576 . 4 0,4 58 5 0,4 60
G - Anti-sens TTGGTCATACATGCAGGGTAGAGAC
Sens CGGAGAATCCGAAGGGAAAG
-F NM_022197 . 4 04 57 4 0,4 57
c-ros - Anti-sens TGGCAATCTCGGTCTGCAAC
Sens CAATGGGCACATCACCACTACAC
- NM_021835 . 5 0,4 60 4 0,5 60
c-Jun - Anti-sens TCTGGCTATGCAGTTCAGCTAGG
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Annexe 2c

: Séquences des amorces et conditions de PCR utilisées pour les échantillons du striatum et du cortex frontal

STRIATUM CORTEX FRONTAL
Numéro Température 2+ Température
Géne d’accession Séquence amorce 5°-3’ [Mg2+] [amorces] d’hybridation [Mg''] [amorces] d’hybridation
GenBank (mM) (HM) (oC) (mM) ("M) (OC)
Sens GACTTTAACTACAATTTTAGCTCCCTGAT
MCIP1  NM_153724 . 4 0.4 60 4 04 60
c - Anti-sens TTGGCCCTGGTCTCACTTTC
Sens AAGACAAGCCTGTGTTGCTGAAGG
I NM_OI7019 \ icens  TCCCAGAAGAAAATGAGGTCGGTC 4 0.4 63 4 0.4 63
Sens GCGACTTATGCAATACTGGACCAA
ACBE NM_I72009  \ lisens  TCCCAGAAGAAAATGAGGTCGGTC 4 0.4 36 4 0.5 >4
Sens ACCAGCCTGGACACCAAATCTG
GFAP NM_017009 5 0.4 54 5 04 54
Anti-sens ~ CCACCGTCTTTACCACGATGTTC
Sens TTGGACACCGAAGCCAGAGA
S100p NM_013191 5 0.4 54 5 04 54
Anti-sens  AAGACATCAATGAGGGCAACCAT
Sens TGGATCTCACCTTCCACCTTCTG
RF NM_031019 . 4 0.5 58 4 04 58
C ~ Anti-sens TTCCTGTTGCTGTGAGCTTGC
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Annexes

Annexe 3 : Plan de coupe correspondant au striatum postérieur (Bregma -0,8 a -1,4) Au niveau de

cette région cérébrale, nous nous sommes particulierement intéressés a la zone subventriculaire.
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Annexes

Annexe 4 : Plan de coupe correspondant a I’hippocampe antérieur (Bregma -2,56 a -3,6). Ce plan nous

permet d’observer les différentes zones de cette structure.
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Annexe 5 : Tableau récapitulatif des différents anticorps, et leur dilution, utilisés lors de notre étude immunohistologique.

Dilution anticorps

Dilution anticorps

Immunomarquage Anticorps primaire primaire Anticorps secondaire secondaire
BrdU anti-BrdU monoclonal préparé chez la souris 1/50 IgG biotinylé anti-souris 1/50
Claudine 5 anti-Claudine 5 polyclonal préparé chez le lapin 1/50 IgG biotinylé anti-lapin 1/50
Albumine Anti-albumine polyclonal préparé chez le mouton 1/200 IgG biotinylé anti-mouton 1/50
IgG Anti-IgG polyclonal biotinylé préparé chez la chevre 1/50 /
AChE Anti-AChE monoclonal préparé chez la souris 1/100 IgG biotinylé anti-souris 1/50
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