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Résumé

De par leur taille (<100 nm) leur conférant des propriétés nouvelles, les nanoparticules (NPs) sont
déja utilisées dans de nombreux produits de la vie quotidienne. La population y étant donc exposée de
facon croissante, elles sont au coeur de nombreuses discussions sur la santé publique et
environnementale. En effet, les NPs sont capables de pénétrer dans I'organisme, traverser différentes
barrieres biologiques telles les barrieres alvéolaire, placentaire, ou encore hématoencéphalique,
s'accumuler dans certains organes et potentiellement induire diverses pathologies. Pouvant s'agréger
dans le cerveau, des études ont déja montré des effets modulateurs des NPs sur les activités
bioélectriques des neurones, mais aucune a ce jour n'a permis d'évaluer leurs effets potentiels sur
I'activité de tout un réseau, tels ceux responsables de la genése d'activités motrices impliquées dans
des fonctions vitales. Mon travail de thése s'est donc attaché a déterminer si les NPs, en particulier
d'oxyde de zinc (ZnO), pouvaient modifier I'activité des réseaux de neurones responsables de la
geneése des activités respiratoire et locomotrice. Cette étude, réalisée ex vivo sur des préparations de
moelle-épiniére/tronc cérébral ou de tranches bulbaires isolées de rat nouveau-nés, mais également
in vivo apreés injection des NPs au cours de la gestation, a permis de combiner des approches
électrophysiologiques, pharmacologiques et neuroanatomiques. Ce travail doctoral a permis de
mettre en évidence l'existence d'un effet délétére des NPs ZnO sur les neurones respiratoires,
provoquant lors d’une exposition aiglie une augmentation de la fréquence inspiratoire suivie d'un arrét
précoce et définitif de cette activité. De plus, les NPs modifient le rythme ventilatoire et prolongent la
durée des pauses respiratoires (apnées) d'animaux nouveau-nés dont la mere a été exposée de fagon
chronique aux NPs ZnO au cours de la gestation. Enfin, elles perturbent également I'activité des
réseaux spinaux locomoteurs en provoquant un changement du rythme et en modifiant les patrons
d'alternance caractéristiques de cette activité. Ces données permettent d'apporter un éclairage
nouveau concernant la neurotoxicité potentielle des NPs ZnO sur le fonctionnement et le
développement des réseaux neuronaux moteurs chez les mammiféres, mais elle permet également de
s'interroger sur la vulnérabilité périnatale des organismes lors d'une exposition maternelle au cours de
la gestation. Malgré les avantages technologiques et économiques qu'offre le développement des
nanotechnologies et des nanoparticules, il est donc nécessaire de considérer avec attention le risque
chimique que pourrait représenter I'exposition (aiglie et/ou chronique) aux NPs sur la santé de la

population en général, mais également dans la cadre d'activités professionnelles.
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Abstract

Due to their size (<100nm) that confers them unique properties, nanoparticles (NPs) are used in
many products of everyday life. The growing exposition of the population to NPs, have elicited
concerns about their possible impact on health and environment. Indeed, NPs are able to enter and
diffuse into organism, through the alveolar, placental, and blood-brain barriers. More dramatically,
NPs accumulate into organs such as the brain, and could potentially induce various diseases. Recent
findings have highlighted the ability of NPs to modulate the bioelectric properties of individual
neurons. However, whether NPs could impair the functioning of a whole neural network remained
unknown. My thesis work aimed at determining whether exposures to zinc oxide (ZnO) NPs could alter
the activity of neuronal networks responsible for the genesis and control of respiration and
locomotion. Using ex vivo brainstem/spinal cord preparations from neonatal rats, we have shown that
an acute exposure to ZnO NPs induced an early increase of inspiratory frequency followed by a
premature cessation of the rhythm generation. Our results show that the inspiratory neurons from the
pre-Botzinger complex can be considered as a preferential target of ZnO NPs. Furthermore, using
plethysmographic recordings, we report that the chronic injections of ZnO NPs in pregnant female rats
change the respiratory rhythm of newborn animals and increase the duration of respiratory pause
(apnoea). Taking together, our data shed a new light on the potential neurotoxicity of ZnO NPs on the
functioning of motor neuronal networks in mammals, and the perinatal vulnerability throughout

maternal exposure during gestation.
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Problématique et présentation du mémoire

Les nanoparticules (NPs) font de plus en plus partie de notre quotidien. En effet, les
propriétés remarquables que leur confére leur trés petite taille (<100 nm) leur vaut d'étre
présentes dans de tres nombreux produits industriels et de consommation courante.
Néanmoins, l'augmentation de leur exposition (en fréquence et durée) et donc leur
accumulation dans notre environnement pourraient avoir des effets délétéres voire
dramatiques sur la population si I'innocuité de telles substances s'avérait ne pas étre nulle. De
précédentes études ont déja rapporté que les NPs, dont celles d'oxyde de zinc (ZnO),
pouvaient pénétrer dans l'organisme et induire divers effets déléteres tels que des
inflammations pulmonaires, mais aussi des effets au niveau neuronal avec une perturbation
du fonctionnement des neurones. Toutefois a ce jour, peu de données sont disponibles
concernant |'effet des NPs sur des ensembles de neurones, en particulier ceux constitutifs des
réseaux moteurs. C'est dans ce contexte que mes travaux de recherche au cours de ces trois
années doctorales m'ont conduit a étudier la toxicité éventuelle des NPs ZnO sur le
fonctionnement des réseaux de neurones respiratoires et locomoteurs. Les expériences ont
été menées sur un modele de vertébré supérieur, le rat nouveau-né, modele permettant une
étude neurotoxicologique (effets de I'exposition aiglie aux NPs ZnO) a partir notamment de
préparations réduites de systéme nerveux central (tronc cérébral/moelle épiniére isolés,
tranche bulbaire) qui facilitent I'utilisation combinée de techniques électrophysiologiques,
pharmacologiques et neuroanatomiques. Ce modéle autorise également |'étude d'une
transmission verticale (materno-feetale) permettant d'aborder les questions de
développement, de mise en place et de fonctionnement des réseaux respiratoires en période

périnatale lors de I'exposition chronique de méres gestantes aux NPs.

Dans le cadre de I'obtention du diplome de Doctorat, ce manuscrit sera subdivisé en six
parties. Une premiére partie introductive effectuera un bref historique sur le fonctionnement
des réseaux de neurones, revenant notamment sur le concept de Central Pattern Generator
(CPG), puis s'intéressera a l'organisation générale et a la commande nerveuse des appareils
respiratoire et locomoteur. Une ultime partie de cette introduction sera consacrée a la
découverte des NPs, a leurs propriétés physico-chimiques, a leur utilisation et enfin a leur

éventuelle toxicité.
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La seconde partie décrira les différentes méthodes et techniques expérimentales utilisées
dans I'ensemble de mes travaux, en intégrant également un court historique des différentes

préparations utilisées lors de cette étude.

La troisieme partie sera elle consacrée a la présentation de mes résultats, subdivisés en
guatre chapitres indépendants. Les NPs ZnO utilisées lors de cette étude seront tout d'abord
caractérisées, puis leurs effets sur la commande respiratoire seront étudiés lors d'une
exposition aiglie en condition ex vivo, et lors d'une exposition chronique en condition in vivo
chez la femelle gestante. Enfin, I'ultime partie de mes résultats sera consacrée aux effets des

NPs ZnO sur I’activité des réseaux locomoteurs spinaux.

La quatrieme partie fera I'objet d’une discussion générale qui permettra de replacer
I’ensemble de mes données dans un contexte plus général, notamment de toxicologie des NPs
et de vulnérabilité périnatale. Les perspectives expérimentales mises en avant par ce travail

doctoral constitueront la cinquiéme partie de ce manuscrit.

Enfin, une derniére partie recensera en annexe les communications scientifiques, écrites

ou orales, issues de ce travail de these.
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Abréviations

5-HT: Sérotonine

AAS-F: Spectrometre d'absorption
atomique a flamme

BHE: Barriere hémato-encéphalique
ChAT: Choline acétyltransférase

CHX10: Ceh-10 Homeodomain-Containing
Homolog

CPGs: Central Pattern Generators

DBX1: Developing brain homeobox
protein 1

DMRT3: Doublesex And Mab-3 Related
Transcription Factor 3

DRG: Dorsal Respiratory Group

EGTA: Acide éthylene-bis-(oxy-
éthylénenitrilo) tétraacétique

EN1: Homeobox protein engrailed-1
GATA2: GATA binding protein 2

HB9: basic helix-loop-helix domain
containing, class B, 9

HEPES: acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-
pipérazine éthane sulfonique

IP: Intrapéritonéale

Isl1: Insulin gene enhancer protein

ITR: Intertrigeminal region

LCRa: Liquide céphalo-rachidien artificiel

MET: Microscopie électronique a
transmission

MLR: Région locomotrice
mésencéphalique

NA: Noyau ambigu
NK1R: Récepteur a la neurokinine 1

NMDA: N-methyl D-aspartate

NP ZnO: Nanoparticule d'oxyde de zinc

NPs: Nanoparticules

NTS: Noyau du tractus solitaire

PA: Potentiels d'action

PBS: Tampon phosphate salin

PFA: Paraformaldéhyde

PFRG: Groupe respiratoire para-facial
PiCo: Post-inspiratory complex
préBotC: Complexe pré-Botzinger
ROS: Reactive Oxygen Species

RTN: Noyau retro-trapézoide
SHOX2: Short stature homeobox 2
SIM1: Single-minded homolog 1

SLR: Région motrice sous-thalamique
SNC: Systeme nerveux central

TTX: Tétrodotoxine

VRG: Ventral Respiratory Group
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Figure 1: Les modéles de réseaux rythmiques locomoteurs

Les excitations sont représentées par des fléches et les inhibitions par des cercles. D'anciens travaux
montrent deux hypotheses de genése d’une activité rythmique et alternée. Dans le modeéle de chaine
réflexe (A), les neurones sensoriels en provenance d’'un muscle activent et excitent des interneurones
activant a leur tour les neurones moteurs du muscle antagoniste. Dans le modeéle du centre
générateur du rythme (B), un circuit central géneére un patron d’activités rythmiques alternées entre
les motoneurones des muscles antagonistes. (C) Modeéle classique de Half-center. L'activité rythmique
est produite par deux populations dinterneurones excitateurs (vert) interconnectés par des
inhibitions réciproques (violet). Le méme interneurone excite a la fois le motoneurone correspondant
et l'interneurone inhibiteur responsable de l'inhibition rythmique du motoneurone antagoniste. (D)
Dans le modele de Unit Burst Generator plusieurs half-centers interconnectés générent et contrélent
I'activité rythmique d’un groupe fonctionnel de motoneurones. (E, F) Modeéles a deux et trois niveaux
dans lesquels la génération du rythme (vert foncé) et du patron (vert clair) sont produites par des
populations différentes.

IN: Interneurone, MN: Motoneurone, SN: Neurone sensoriel

(A, B) Modifiées d'apres Marder et al., 2001 (C a F) Modifiées d'apres McCrea et al., 2008




Réseaux de neurones et activité rythmique

De nombreux comportements rythmiques dits automatiques tels que la digestion, la
mastication, la respiration ou encore la locomotion nécessitent la présence de réseaux
neuronaux engagés dans la genése parfois spontanée d'une activité rythmique fonctionnelle.
En I'absence de tout stimulus ou retour sensoriel, ces ensembles neuronaux sont capables de
produire des rythmes stéréotypés et sont alors qualifiés de générateurs centraux de patrons
moterus (Central pattern generator, CPG). Depuis plus d’un siecle maintenant, I'étude des
propriétés bioélectriques des neurones constituant ces réseaux a permis de comprendre

comment de telles activités peuvent étre générées dans le systeme nerveux central (SNC).

Le concept de CPG

Suite aux travaux princeps de Sherrington sur la locomotion chez le chat (Sherrington
1906), le concept émergent concernant les activités rythmiques s’articulait autour de la notion
de "stepping reflex", autrement dit de la nécessité d'une activation des informations
sensorielles pour alimenter la production du ou des mouvements suivants (Figure 1A).
Toutefois, ce concept fut rapidement écarté suite aux expériences menées chez le chat qui,
en l'absence de retour sensoriel (rhizotomie dorsale) et de commande corticale (Iésion
médullaire compléte au niveau thoracique), était encore capable de produire des activités
alternées rythmiques caractéristiques de la locomotion (Brown 1911). L'auteur suggérait alors
gue l'alternance entre flexion et extension des muscles des membres postérieurs pendant la
marche chez le chat était le fruit d’une inhibition réciproque entre circuits centraux de
neurones rythmiques (Figure 1B). Le concept de CPG prenait naissance, renforcé par la notion
d’half-centers pour laquelle les activités rythmiques alternées de type locomoteur sont issues

de deux centres générateurs s'inhibant mutuellement (voir ci-aprés).

La théorie du réflexe
Malgré la découverte de Brown, ses travaux furent momentanément "oubliés" et la théorie
du réflexe a perduré pendant presque 50 ans, des études ayant été publiées en ce sens

(Sherrington 1913, Eccles et Sherrington 1931). L'argument qui relanca le débat et amorca la

fin de cette théorie fut apporté par Wilson (Wilson 1961). Aprés désafférentation (c'est-a-dire
suppression des informations sensitives), I'auteur montre qu'une écrevisse restait capable de

générer un comportement moteur rythmique de fuite en réponse a une stimulation tonique
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de la corde nerveuse. Quelques années plus tard et grace a l'utilisation d'enregistrements
intracellulaires, la présence d'une zone de la moelle épiniere chez le chat pouvant

correspondre a la localisation des CPG locomoteurs est décrite (Lundberg 1965, Jankowska et

al. 1967b, Jankowska et al. 1967a). Mais I'argument le moins controversé et qui a permis de

prouver définitivement qu'une partie du systéme nerveux est capable de générer de maniére
intrinséque un patron moteur rythmique fut apporté par le développement de modeles de
systéme nerveux central isolé ex vivo dans lesquels plus aucune afférence sensitive et donc
plus aucune information temporelle provenant de l'environnement pouvant induire ou
réguler un rythme n'était présente. Par exemple chez le criquet, la Iésion des retours sensitifs

induit uniguement un ralentissement du rythme respiratoire (Lewis et al. 1973). De la méme

maniere, la suppression des afférences sensitives intestinales chez le homard n'interrompt pas

les mouvements digestifs (Winlow et Laverack 1972). Ces études et de nombreuses autres sur

différents modeles expérimentaux ont rapporté ces expériences de désafférentation (pour

revue, (Delcomyn 1980)) et prouvé l'existence de zones rythmogeénes dans le systéeme

nerveux, certaines ayant leur spécialisation comme les CPGs locomoteurs dans la moelle

épiniére (Grillner et Wallen 1985) ou encore les centres respiratoires dans le tronc cérébral

(Suzue 1984).

Le concept de "Half-Center"

Dans son étude, Brown (1911) avait proposé que l|'activité alternée de la locomotion
reposait sur la présence de deux groupes de neurones s'inhibant a tour de réle (Figure 1C). Ce
concept de Half-Center fut la théorie dominante, et quasi-exclusive pendant plus d'un demi-
siecle. En effet, que ce soit chez le poisson ou le mammifére, I'activité rythmique locomotrice
persiste dans des préparations d'hémi-moelle épiniére. Concernant la fonction respiratoire, le
complexe pre-Botzinger (préBotC), isolé dans une tranche de tissu bulbaire, reste capable de

générer un rythme de type inspiratoire (Carroll et Ramirez 2013). Il pourrait constituer le

premier "half-center" du réseau respiratoire, le second pouvant étant alors le RTN/pFRG

(Janczewski et Feldman 2006) connu pour produire la phase expiratoire elle-méme bloquée

pendant la phase inspiratoire. Toutefois, le blocage pharmacologique des inhibitions

n'entravant pas la genése des activités respiratoires (Shao et Feldman 1997) ou locomotrices

(Cohen et Harris-Warrick 1984), le modele de "half-center" fut progressivement délaissé. De

plus, dés les années 70, plusieurs neuroscientifiques montrent que ce modele ne peut rendre
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compte des patrons moteurs complexes observés pendant la locomotion, en particulier chez
les quadrupedes (les différentes allures locomotrices par exemple), mais également pendant

la respiration (présence de pauses respiratoires, de soupirs...).

Le modele de "Unit Burst Generator"

Dans les années 70-80, ce modeéle a contribué a démontrer qu'une organisation symétrique
et organisée du générateur dans la moelle épiniere peut produire un patron de commande
motrice pour la marche, méme en l'absence d'afférences périphériques. Les patrons
locomoteurs sont souvent complexes et peuvent inclure des neurones actifs pendant toutes
les phases de la marche, alors que d'autres cellules seront plutét actives au démarrage ou
I'arrét d'une phase (extension ou flexion). De plus, ces patrons complexes persistent en

['absence d'afférences sensitives (Grillner et Zangger 1979). Les CPGs ne se contentent donc

pas de générer une alternance entre flexion et extension, mais un patron plus complexe qui
va de maniére séquentielle démarrer puis arréter au bon moment l'activité des muscles
d'intérét. Leur modéle propose donc une architecture ou plusieurs "modules" ou Unit Burst
Generators contr6lent un sous-ensemble de motoneurones, chaque module étant
interconnecté entre les deux cotés de la moelle épiniére, mais aussi entre chaque segment

(ou groupe musculaire) (Figure 1D, (Grillner 2011)). De plus, chaque unité serait controlée par

une commande supra-spinale. Mais malgré des éléments expérimentaux soutenant cette

hypothése (Edgerton et al. 1976), ce modele n'explique pas tous les patrons complexes de

I'activité motoneuronale comme en particulier les délétions (moments du cycle pendant
lesquels certains motoneurones ne déchargent plus, alors qu'ils le devraient selon les

prédictions du cycle locomoteur).

Le modele de "Half Center" multi-niveaux
Beaucoup de modeles ont échoué a expliquer entierement la grande diversité de patrons

quiont lieu lors de la locomotion (McCrea et Rybak 2008). Suite a des expériences chez le chat

(Perret et Cabelguen 1980), un nouveau modele de CPG bipartite est proposé pour expliquer

ces activités complexes (Figure 1E). Dans ce dernier, les deux half-centers projettent vers les
motoneurones antagonistes, permettant de créer des patrons complexes d'activités en
modulant I'activation de ces deux centres. De plus, ils émettent I'hypothése, étayée par

d'autres équipes (Kriellaars et al. 1994), que la génération du rythme et du patron se fait
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Figure 2: Les modéles du réseau rythmique respiratoire

(A) Représentation schématique de I'un des premiers modéles de réseau respiratoire présentant une activité
a trois phases. Ce réseau comprend des neurones expiratoires (EXP), postinspiratoires (post-l), inspiratoires
tardifs (e-l), inspiratoire précoces (I-) et inspiratoire a activité en rampe (IR). Est également représenté le
patron d’activité du réseau pour chaque neurone le composant.

Modifiée d'apres Ogilvie et al., 1992.

(B) Modele dit "hybride" comportant un coeur principal excitateur pour le rythme, mais également deux
réseaux bulbaires interconnectés, 'un excitateur, I'autre inhibiteur, permettant la genése du patron
respiratoire. De nouveau sont également représentés les patrons d'activité des principaux neurones du
réseau.

Modifiée d'aprés Smith et al., 2000.

(C) Modele de réseau compartimenté, comprenant le pont, le bulbe rachidien ainsi que les retours sensoriels
pulmonaires. Comme illustré par les tracés, ce modeéle est capable de reproduire patrons d'activités
respiratoires dans différentes conditions expérimentales.

Modifiée d'aprés Rybak et al.,2004.




séparément, ces deux propriétés étant indépendantes. Ce modeéle a été récemment repris, en

ajoutant un troisiéme niveau de commande (Figure 1F, (Daun et al. 2009)).

Modélisation de I'activité respiratoire centrale
Une partie des notions abordées dans ce paragraphes seront détaillées ultérieurement (Voir

"Les structures respiratoires centrales" — page 33).

Contrairement au réseau locomoteur, le rythme respiratoire implique des neurones
autorythmiques, dits "pacemaker”, et est composé de plusieurs phases: pré-inspiratoire,
inspiratoire, post-inspiratoire et expiratoire. De plus, la genése de l'activité respiratoire
implique de nombreuses structures bulbo-pontiques (préBotC, pFRG...), rendant d'autant plus
complexe I'étude et la modélisation de ces réseaux. L'un des premiers modeles a proposer

une activité oscillante a trois phases fut proposé en 1992 (Ogilvie et al. 1992), reposant sur

des neurones inspiratoires tardifs ayant leur pic d'activité en fin d'inspiration/début
d'expiration, permettant ainsi la transition entre ces deux phases (Figure 2A). Mais ce modéle
présente seulement des oscillations et aucune bouffée d'activité. En 1994, un nouveau
modéle est proposé en ajoutant les notions de seuil de décharge et de bouffées d'activités
dans les neurones impliqués, en permettant également de simuler les interactions entre

plusieurs neurones ayant la méme fonction (Balis et al. 1994). En 1997, une série de modeles

plus complexes est élaborée, permettant de moduler I'activité en fonction des propriétés
intrinseques des neurones, mais comportant surtout un modele simplifié de poumon incluant

les retours sensitifs (Rybak et al. 1997). Ainsi, ce modéle est capable de reproduire I'effet sur

les centres respiratoires d'une vagotomie (augmentation de la durée et de I'amplitude des
inspirations et diminution de sa fréquence). Mais ces premiers modéles historiques ne
peuvent reproduire la complexité de I'activité observée in vitro comme la persistance de
I'activité en |'absence de toute inhibition, ou encore la régulation par les signaux sensitifs
périphériques. Un modéle plus complexe, impliquant un coeur excitateur pour la genése du
rythme, et une second réseau pour la formation du patron, permet I'obtention d'un rythme

pouvant étre modulé méme en l|'absence d'inhibition (Figure 2B; (Smith et al. 2000)). Les

modeles précédents étudiaient surtout les connexions entre les différents types de neurones.
Pour ce dernier modeéle présenté, deux nouveautés principales sont a noter: la prise en
compte de l'anatomie, en compartimentant les populations de neurones a la facon des

différentes régions présentent in vivo, mais également l'intégration des retours sensitifs dans

| 21



A Mécanismes de genése d'un rythme
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Figure 3: Les mécanismes de la rythmogenese

(A) Le rythme peut étre généré par des neurones autorythmiques, ou étre le résultat de propriétés
émergeant du couplage synaptique de neurones non-autorythmiques. Dans les réseaux sous
dépendance de neurones pacemakers (rouge), ceux-ci vont activer un neurone antagoniste (ou
suiveur, en vert) permettant une activité rythmique du réseau. Le modele le plus simple dans le
cas de neurones non rythmiques, va étre le couplage via une inhibition réciproque, permettant de
nouveau la genése de bouffées d’activité alternées.

(B) Les neurones peuvent avoir différentes propriétés intrinséques afin de générer un rythme.
Certains sont capables de générer spontanément des bouffées d’activité (a). Lors d'une
stimulation, certains neurones présentent des plateaux de dépolarisation persistants au dela de
cette stimulation, et pouvant étre arrétés par une hyperpolarisation (b). Certains neurones
répondent a l'inhibition par une activation dite de "rebond" post-hyperpolarisation (PIR) (c), enfin,
certains neurones voient leur fréquence de décharge diminuer au cours du temps lors d’'une
injection de courant constante (adaptation a la décharge, d).

Modifié d’apres Marder et al., 2001




la régulation du rythme respiratoire, en particulier via le réflexe d'Hering-Breuer (Figure 2C;

(Rybak et al. 2004)). Ce modele est capable de reproduire plusieurs activités complexes

observées in vitro tels les soupirs, mais également de reproduire les patrons respiratoires
observés lors de I'ablation ou la stimulation de certaines structures nerveuses (pont, nerf

vague..., (Lumsden 1923)).

Comment un réseau de neurones peut-il générer un rythme ?

La dynamique d'un réseau, quel qu'il soit, dépend des propriétés intrinseques des neurones

qui le constituent et/ou des interactions synaptiques entre ses cellules (Marder et Calabrese

1996). Ainsi, la capacité d'un réseau de neurones a générer un rythme repose soit sur la
présence de neurones dits autorythmiques (tels les pacemakers), soit sur I'existence de
connexions synaptiques particuliéres (telles les synapses inhibitrices réciproques), soit encore

sur la présence de ces deux éléments (Figure 3A).

Propriétés intrinseques des neurones autorythmiques

Dans un réseau sous le contréle de neurones de type pacemaker, ces derniers agissent
comme oscillateur principal afin d’imposer leur propre rythme a I'ensemble du réseau,
incluant les neurones non rythmiques (Figure 3B.a). Par analogie, ce systéme peut étre
assimilé a un métronome (les neurones pacemakers) dont le tempo peut étre modifié en
fonction des besoins de I'organisme et/ou des contraintes environnementales (par exemple,
augmentation du rythme respiratoire en réponse a une dépense énergétique accrue lors
d’une activité physique). Ce fonctionnement a ainsi été décrit aussi bien chez les invertébrés

(rythme pylorique du ganglion stomatogastrique chez le crustacé ; (Ayali et Harris-Warrick

1999)) que chez les vertébrés (Smith et al. 1991). Il est a noter que pour ces deux exemples, il

s'agit de rythmes actifs en continu dans I'organisme (Clemens et al. 1998, Rekling et al. 2000),

ce qui pourrait indiquer que la présence de neurones de type pacemaker soit une spécificité
des réseaux rythmiques nécessairement actifs en permanence pendant la vie de l'animal.
Autrement dit, plus I'importance d’une fonction motrice rythmique apparait comme vitale
pour l'organisme et plus les réseaux centraux engagés dans la genése de ces rythmes font

appel a des neurones de type pacemaker.

Pour générer cette activité pacemaker, plusieurs conductances ioniques spécifiques sont

impliquées, la répartition entre ces dernieres pouvant varier selon le type cellulaire
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(pacemaker cardiaque, respiratoire, thalamique...), mais permettant dans tous les cas la
réactivation du neurone, méme isolé du reste du réseau. Le courant cationique (Na*/K*) activé
par I'hyperpolarisation (I, Is "funny" dans le cceur, ou lq "queer" dans I'hippocampe) met en
jeu un ce canal ionique s'activant pour des potentiels membranaires extrémement bas, 50%

des canaux étant ouverts dés -75mV (McCormick et Pape 1990). Ce courant permet alors une

dépolarisation progressive du neurone jusqu'a I'activation de canaux au seuil d'activation plus
haut. Le courant sodique persistant (Inap) permet lui une entrée continue de sodium dans la
cellule, et ce pour des potentiels bas, 50% des canaux étant ouverts a -50mV (French et al.
1990). Son action dépolarisante permet au neurone d'atteindre son seuil de décharge (pour
revue, (Crill 1996)). Certaines cellules pacemaker dépendent aussi de l'association de
conductance calciques (lca) et cationiques non spécifiques activées par le calcium (lcan) pour
pouvoir atteindre leur seuil de décharge, par exemple au niveau des pacemakers respiratoires

(Thoby-Brisson et Ramirez 2001).

Propriétés émergentes des réseaux

De nombreux réseaux de neurones capables de produire des activités rythmiques le font
en l'absence de neurones de type pacemaker. Afin d’illustrer comment une circuiterie
neuronale constituée d’éléments non-rythmiques peut générer un rythme, prenons pour
exemple un modéle d’Half-centers constitués simplement de deux groupes de neurones
interconnectés via des synapses inhibitrices, |'activation du premier groupe provoquant
I'inhibition du second, et vice-versa. La dynamique d’un tel réseau s’appuie nécessairement
sur l'alternance d'un état neuronal actif a un état inactif. Pour ce faire, le premier groupe de
neurones possédant par exemple des conductances permettant I’adaptation de la fréquence

de décharge (présence de conductance de type lkca; (Madison et Nicoll 1984), Figure 3B.d)

passera progressivement d’un état actif (pendant lequel il inhibera I'activité du second groupe
neuronal) a un état inactif (d0 a la diminution progressive de son excitabilité et de sa

fréquence de décharge; (Wang et Rinzel 1992). Ce dernier entraine alors une levée

d’inhibition sur le second groupe neuronal qui s'active alors, inhibant a son tour I'activité du
premier. Répétée successivement, cette séquence permet la genése d’un rythme émergeant
ainsi des propriétés de réseau en lien avec les spécificités synaptiques présentes. Une autre
possibilité est la présence d’inhibitions réciproques entre groupes de neurones possédant des

conductances de type calcique activées par I'hyperpolarisation. Ainsi, une fois mis au silence,
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un groupe neuronal peut échapper al'inhibition en générant un rebond post-inhibiteur (Figure
3B.c). Alors activé, ce groupe de neurones devient capable a son tour de mettre au silence via

des synapses inhibitrices un groupe neuronal cible (Skinner et al. 1994). Ces mécanismes

d'inhibitions réciproques sont largement retrouvés dans un grand nombre de générateurs de
rythme, comme par exemple ceux impliqués dans le battement cardiaque des sangsues (Arbas
et Calabrese 1987), ou encore dans la locomotion chez le mollusque (Satterlie et al. 2000), le

tétard (Dale 1995) et la lamproie (Grillner 1999).Toutes ces études sont faites sur I'animal, qui

bien que tres proches pour certains modeles, reste différent de I'humain. Grace a I'évolution
de la technologie, en particulier I'lRM de diffusion, il devient maintenant possible d'effectuer

ce genre de travail sur I'Homme (He et al. 2007). Malgré ses limites, ce travail nous permettra

peut-étre un jour de connaitre parfaitement le fonctionnement de cette infinité de connexions

qui constitue notre cerveau.
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La respiration

De la plus petite des bactéries au plus grand des mammiferes, I'apport d'oxygene a toujours
été au centre de la vie de des organismes aérobies. En effet, cet oxygéne est indispensable a
de nombreux processus métaboliques vitaux, en particulier la production d'énergie
(phosphorylation oxydative, cycle de Krebs...). Cet apport d'oxygéne est plutot facile pour les
organismes les plus simples, comme les bactéries ou les premiers organismes pluricellulaires,
puisque la molécule de dioxygene ne fait que diffuser du milieu aquatique a Il'espace
intracellulaire. Mais I'évolution, en particulier I'apparition des muscles puis le passage en
milieu aérien, a poussé les organismes a s'adapter et a trouver un moyen de capter de plus en
plus d'oxygene pour subvenir a leurs besoins grandissant en énergie. Cela a commencé avec
I'apparition des branchies chez les poissons, permettant d'augmenter la surface d'échange
avec l'eau, et donc la quantité d'oxygene dissous absorbée (en plus de permettre la filtration
de I'eau pour la prise alimentaire). Avec |'apparition des machoires, et donc le passage d'une
alimentation par filtration a une alimentation par digestion, les branchies dépourvues de leur
réle de filtration évoluerent et devinrent le premier organe dédié a la respiration. La structure
des animaux devenant de plus en plus robuste, avec |'apparition d'une ossature et d'une
musculature importante, le systéme respiratoire dut alors se complexifier pour permettre
I'apport d'oxygéne nécessaire. Apparait alors la vessie natatoire (permettant aussi de modifier
la flottaison du poisson), qui évolue jusqu'a devenir un organe a part, tel que les poumons
primitifs chez les amphibiens. Puis, lors du passage au milieu terrestre, il devint nécessaire de
créer un systeme permettant de capter I'oxygene gazeux, puis de le dissoudre dans le liquide
constituant (sang ou hémolymphe) afin de le distribuer dans tout I'organisme et répondre aux
besoins en énergie. Ce systeme devait également permettre d'évacuer les déchets,
principalement le dioxyde de carbone (CO;). Les poumons apparaissent alors et évoluent avec
par exemple |'apparition d'invaginations dans le but d'augmenter leur surface d'échange.
Enfin la pompe buccale fait place a un systeme complexe nécessitant l'intervention de muscles
de plus en plus nombreux (jusqu'a I'apparition du diaphragme chez les mammiféres), afin

d'induire un mouvement de pompe au niveau du thorax.

Les besoins de l'organisme fluctuant en permanence, il est également nécessaire de

pouvoir adapter I'apport en oxygene selon la demande, lors d'un effort physique par exemple.
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Les voies aériennes
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Figure 4: Anatomie des voies aériennes supérieures et inférieures

Les voies aériennes ont pour role la préparation (réchauffage, filtration et humidification) et la
conduction de l'air vers les poumons. Les voies aériennes supérieures, composées du nez, du
pharynx et du larynx, possédent également un role de carrefour aéro-digestif, a l'inverse des
voies inférieures uniquement impliquées dans la conduction de I'air vers les alvéoles (zone
d'échange de l'oxygéne avec le sang). A noter que dans les 2 parties, le mucus et les déchets
contenus sont évacués vers le systéme digestif.

Modifié d'aprés France-Signalisation (2015).



Ce systeme ventilatoire est donc sous le contréle des centres respiratoires, situés chez le
mammifére dans I'encéphale et plus précisément dans le tronc cérébral, permettant ainsi

d'augmenter, de diminuer, voire de stopper la respiration quand cela s'avere nécessaire.

Je m'attacherai donc dans ce chapitre a présenter le systéeme respiratoire, les éléments qui

le constitue, ainsi que toutes les structures qui génerent et régulent cette fonction vitale.

L'appareil respiratoire

Dans ce chapitre seront présentés l'anatomie du systéme ventilatoire, le systéme
d'échange gazeux alvéolaire, le principe de la pompe aspirante, et enfin les systémes de

régulation de I'activité respiratoire.

Anatomie des voies aériennes

L'appareil respiratoire se subdivise en deux parties (Figure 4):

Les voies aériennes supérieures constituées (dans le sens de passage de l'air lors de
I'inspiration) du nez, du pharynx et d'une partie de larynx (avant les cordes vocales), et dont

le rOle est de filtrer, réchauffer, humidifier et conduire |'air vers les poumons;

Les voies aériennes inférieures constituées de la partie inférieure du larynx (apres les cordes
vocales), de la trachée, de I'arbre bronchique et des sacs alvéolaires, ces derniers ayant un

role essentiel dans I'échange gazeux (O et CO3).

L'air que nous respirons n'est composé qu'a 20,9% d'oxygene. Il contient essentiellement
de I'azote (78,6%), du dioxyde de carbone (0,04%), d'autres éléments traces (gaz rares (argon,
néon, krypton, xénon), méthane, dihydrogéne, ozone...), des particules en suspension
(poussieres, particules végétales, microorganismes, nanoparticules...), mais aussi de la vapeur

d'eau, rendant I'air terrestre humide.

La premiere étape du trajet de I'air dans I'organisme se situe au niveau de la cavité nasale.
L'intérieur du nez est constitué de structures osseuses enroulées, appelées cornets nasaux,
qui permettent d'augmenter la surface d'échange entre les muqueuses et I'air. Ce dernier est
réchauffé ou refroidi a une température proche de la température corporelle grace a la forte
vascularisation du tissu (les cornets étant érectiles, leur état de gonflement va permettre de
plus ou moins réchauffer I'air par modification de la taille de la surface d'échange). Il est

également filtré grace a I'action conjointe du mucus, qui tapisse tout I'épithélium respiratoire
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et qui piege les poussieres et autres impuretés, et des cils qui dirigent le mucus vers le pharynx
afin de passer dans |'cesophage. On trouve également dans la cavité nasale les nombreuses
terminaisons des neurones olfactifs primaires qui identifient les différentes molécules
odorantes via des récepteurs membranaires spécifiques avant de transmettre l'information

au bulbe olfactif. Enfin, I'air est humidifié si nécessaire via la sécrétion des glandes séreuses.

Une fois réchauffé, filtré et humidifié, I'air passe dans le pharynx, situé a l'arriere de la
cavité orale (seule partie visible de la gorge). Ce dernier est impliqué a la fois dans la
respiration, la déglutition (passage vers |'cesophage), la phonation (caisse de résonnance et
modulation du son via sa musculature) et l'audition (via la trompe d'Eustache, rdle
d'équilibrage des pressions et d'évacuation des déchets). Il est donc un vrai carrefour ou se
croisent I'air et le bol alimentaire. Il possede un role dans la filtration, toujours via le mucus,
et I'évacuation de ce dernier dans le systeme digestif. Il participe également dans une moindre
au mesure au réchauffement de I'air inspiré. A noter que dans le régne animal le pharynx peut
présenter des particularités comme la présence d'une machoire pharyngée (en plus de la

machoire principale) comme chez la murene (Mehta et Wainwright 2007).

L'air atteint ensuite le larynx. Il s'agit d'un organe cartilagineux complexe trés important
pour plusieurs raisons. Premiérement, il permet d'éviter les fausses routes puisqu'il peut se
fermer via l'action des trés nombreux muscles intrinseques et extrinséques. En effet,
I'élévation du pharynx et du larynx pendant la déglutition provoque la bascule de |'épiglotte,
une structure cartilagineuse interne, qui recouvre alors 'orifice laryngé, le protégeant ainsi du
passage des aliments. De plus, en cas de défaut de ce systeme, la moindre stimulation
mécanique du larynx (en particulier par de la nourriture) déclenche un spasme glottique voir
un puissant réflexe de toux afin d'évacuer les corps étrangers. Deuxiemement, le larynx est le
siege de la phonation. Le jeu de différents muscles modifie I'ouverture et la tension des cordes
vocales, la forme et la hauteur du larynx permettant, en collaboration avec la force de
I'expiration (et aussi la position de la langue, des lévres et du pharynx), de moduler la hauteur
et le volume des sons. Le mouvement des cils présents au niveau laryngé assure I'évacuation

du mucus vers I'cesophage et le systeme digestif.

La trachée est un tube cartilagineux flexible faisant la transition entre le larynx et les
bronches. Ce tube n'est pas totalement fermé, une bande de muscles lisses étant présente sur

le c6té dorsal, ce qui permet a la trachée de modifier son diametre, en particulier lors du
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passage de nourriture dans I'cesophage (rétrécissement de la trachée pour faciliter le passage
du bol alimentaire). Comme le larynx, la trachée est tapissée d'une muqueuse ciliée brassant
le mucus vers le haut. Cette structure se termine par la caréne trachéale (ou éperon trachéal)
qui divise en deux la trachée, donnant les deux bronches primaires (ou bronches souches).
Cette caréne est tapissée d'une muqueuse trés sensible (la plus sensible de tout l'arbre

primaire) impliquée dans le réflexe de toux.

Les bronches primaires disposent d'une structure comparable a la trachée, avec un tube
cartilagineux refermé d'un coté par une bande de muscles lisses. Ces bronches souches se
poursuivent par les bronches secondaires, une par lobe pulmonaire. Il y a donc 2 bronches
secondaires du coté gauche et 3 dans le poumon droit (différence due a la présence du coeur
coté gauche). Les bronches secondaires se poursuivent par les tertiaires (ou segmentaires),
puis par les bronchioles terminales et enfin respiratoire. Un changement de I'épithélium
s'opere lors du passage aux bronchioles avec une perte du cartilage et des cellules ciliées, le
tube n'étant alors constitué que de muscles lisses. Le mucus se voit également modifié avec
le passage de cellules caliciformes aux cellules de Clara (Club cells). La quantité de liquide a la
surface du tissu se voit diminuée, et va contenir entre autre des lysozymes et des
immunoglobulines, afin de dégrader les polluants qui pourraient encore subsister a ce niveau.
Un brassage du surfactant pulmonaire est toujours présent, mais via des microvillosités et non
plus des cils. A noter que le systéme d'escalator mucociliaire ne permet de filtrer que des
particules de 5 & 10 micrométres pour les plus fines. A savoir que I'épithélium de la trachée
aux bronchioles est relativement sensible aux pressions mécaniques. En cas de congestion,
cette sensibilité permet de déclencher un réflexe de toux, provoquant I'évacuation du surplus

de mucus en dehors des poumons.

Enfin, les bronchioles se terminent par les sacs alvéolaires, eux-mémes constitués de

plusieurs alvéoles, ol s'opéreront les échanges gazeux.

Les alvéoles, siege des échanges gazeux
Les alvéoles sont des petites poches d'environ 200 micrometres de diamétre, rassemblées
en paquets nommés sacs alvéolaires, a I'extrémité des bronchioles. Etant la zone d'échange
entre air et sang, les alvéoles sont recouvertes par les capillaires sanguins sur presque 70% de
leur surface. On retrouve deux types de cellules dans les alvéoles. Les pneumocytes de type |,

ou pavimenteuses, servent de structure a l'alvéole. Les pneumocytes de type I, ou
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Figure 5: La mécanique respiratoire

(A) La respiration est permise par la mise en jeu des muscles respiratoires. Ainsi, pendant
I'inspiration, la contraction conjointe du diaphragme et des muscles intercostaux externes permet
l'augmentation du volume de la cage thoracique et ainsi le remplissage des poumons, ces
derniers étant liés au volume thoracique via la plevre. Lors de l'expiration, le relachement des
divers muscles permet a I'air de s'‘échapper et a la cavité thoracique de reprendre sa forme initiale.
(B) Lors de la respiration, seule une infime partie de la capacité pulmonaire est utilisée (0,5L sur les
6L de capacité totale, volume courant). Au besoin, le volume de réserve inspiratoire est mobilisé
afin d’augmenter la quantité d'oxygeéne capté (Capacité vitale). A cause de contraintes
mécaniques, seuls 4,8L de capacité vitale peuvent étre utilisés sur les 6L de capacité totale. Les
1,2L restants constituent le volume résiduel.



granuleuses, sécrétent un surfactant aqueux dont la richesse en phospholipide et lipoprotéine
permet de réduire la tension de surface de I'eau, et ainsi éviter que les alvéoles ne se collabent.
On retrouve également des macrophages qui détruisent les derniers corps étrangers tels que

les poussieres, les bactéries ou les virus présents au niveau alvéolaire.

L'échange gazeux a ce niveau repose sur une diffusion des gaz au travers de la membrane
alvéolo-capillaire, suivant le principe des gradients de pressions partielles (Pp). La différence
de pression partielle des deux c6tés de la membrane alvéolo-capillaire permet a I'oxygene de
passer de |'alvéole (Pp0O2=14 kP) au sang (5 kP), et au dioxyde de carbone du sang (PpC0O2=6
kP) a l'alvéole (5,3 kP). Malgré la faible taille des alvéoles (200 um), leur grand nombre

(environ 700 millions) permet aux poumons de représenter une surface d'échange de 75m?2.

La plévre
Les poumons sont entourés par la plevre, constituée de deux membranes séreuses, une
accolée a la cage thoracique (dite plévre pariétale), et I'autre aux poumons (plévre viscérale).
Ces deux membranes sont séparées par le liquide pleural, un lubrifiant naturel protégeant
ainsi les membranes et les poumons d'un échauffement que pourrait engendrer I'action
mécanique respiratoire. Cette double membrane pleurale permet enfin de lier le mouvement

des poumons a celui de la cage thoracique.

La pompe aspirante
Commandée par des motoneurones dont les corps cellulaires sont situés dans la corne
ventrale de la moelle épiniére au niveau cervical C3 a C5 chez I'Homme, la contraction
combinée du diaphragme (mouvement vers le bas) et des muscles intercostaux externes

(écartement des cotes (Sant'ambrogio et Camporesi 1973) induit une augmentation du

volume thoracique (Figure 5A). La pression intrapulmonaire devenant alors inférieure a la
pression atmosphérique, I'air entre dans les poumons. L'affaissement passif de la cage
thoracique lors de I'expiration engendre une augmentation de la pression pulmonaire,
facilitant ainsi I'exhalation de I'air. Lors d'un effort, I'expiration devient active afin de favoriser
les échanges gazeux (notamment I'élimination du CO;). Dans ce cas, |I'expiration fait intervenir
la contraction d'autres muscles tels les abdominaux (induisant un déplacement du

diaphragme) et les muscles intercostaux internes (rapprochement des cotes).
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Figure 6: Les systemes de régulation de la respiration
Afin d’adapter en permanence la respiration aux demandes métaboliques, de multiples facteurs
centraux et périphériques permettent un ajustement rapide et adapté de la ventilation pulmonaire.



Ce cycle est répété entre 15 et 30 fois par minute chez I'Homme (70 a 150 fois par minute
chez le rat). A chaque cycle, seuls 500 mL d'air sont renouvelés sur les 6 L de capacité
pulmonaire totale (Figure 5B). Il s'agit du volume courant (VC). Au repos, les poumons
conservent toujours une réserve d'air. Ainsi, leur volume varie entre 2,5 (expiration) et 3 L
(inspiration) d'air. Ce volume restant est nommé capacité résiduelle fonctionnelle (CRF). Mais
au besoin, l'utilisation du volume de réserve inspiratoire (VRI) permet d'obtenir une capacité
inspiratoire (Cl) de 3,5 L remplissant ainsi complétement les poumons. Du c6té de I'expiration,
tout l'air ne peut étre expulsé (limite mécanique et risque de collapsus alvéolaire), les
poumons contiendront toujours un volume minimum de 1,2 L d'air qui ne peut étre utilisé. On
parle de volume résiduel (VR). La respiration étant un mécanisme vital pour l'organisme, ce
systéme est sous le controle des centres respiratoires bulbo-pontiques et est finement régulé
a la fois par de nombreuses structures centrales (telles que le cortex, le systeme limbique,
I'hypothalamus) et par les informations sensorielles (telles que les récepteurs sensibles a
I'étirement des poumons, les mécanorécepteurs pulmonaires, les chémorécepteurs centraux

et périphériques).

Les systéemes de régulation de la respiration
Comme déja évoqué, la respiration est d'une importance capitale pour la vie de
I'organisme. |l est également indispensable que cette fonction s'adapte en temps réel aux
demandes métaboliques (Figure 6). Par exemple, lors d'un effort physique, le besoin en
oxygene des muscles augmente fortement. La fréquence respiratoire augmente donc pour
répondre a cette demande, mais également pour évacuer plus efficacement le dioxyde de

carbone.

Les premiers éléments a influencer la fréquence respiratoire sont bien entendu I'0; et le
CO;. Leur influence sur l'activité respiratoire a été démontrée depuis les années 1900 en
modulant le taux de CO; dans l'air inspiré. Plus le ratio CO,/0, était important, plus la

fréquence respiratoire augmentait (Haldane et Priestley 1905). L'hypothése est alors faite que

la fréquence respiratoire est directement régulée par les structures centrales, sans
intermédiaire. Mais dans les années 1920, une étude montre que la section du nerf de Hering,
innervant le sinus carotidien (bifurcation donnant les deux artéres carotides), abolissait
I'augmentation de fréquence induite normalement par la baisse du taux d'O, dans l'air

(Heymans et Heymans 1927). Il s'agit |a de la premiére preuve de I'existence et de l'influence

| 30



des chémorécepteurs sur la respiration. Mais dans les mémes conditions, |'augmentation du

taux de CO; induit toujours une augmentation de la fréquence ventilatoire (Comroe 1939).

L'hypothese est donc que le taux d'O; est détecté au niveau carotidien, et celui de CO2 au
niveau central. Plus tard, le réle joué par la valeur de pH sanguin sera proposé (Winterstein
1949). En effet, le CO; est tres soluble dans I'eau en formant de I'acide carbonique (H2CO3)
qui contribue a l'acidification du milieu (en se dissociant en H* et HCO3'). Cette théorie sera
vérifiée 30 ans plus tard en perfusant dans I'espace sous arachnoidien une solution dont seul
le pH variait, le taux de CO; restant stable. Une diminution du pH (acidose) provoquait une
augmentation de la fréquence respiratoire identique a celle produite par l'inhalation de CO;

(Loeschcke 1982), alors que la variation du taux de CO; sans variation du pH ne modifiait pas

la fréquence respiratoire. La détection du taux de CO; est donc réalisée via des capteurs
sensibles au pH, situés dans le cerveau et en particulier dans le bulbe rachidien, permettant
de "mesurer" la valeur du pH au sein du liquide céphalo rachidien (LCR). En résumé,
I'augmentation du taux de CO2 (mesuré indirectement au niveau bulbaire) et/ou la diminution
du taux d'O, (mesuré au niveau carotidien et aortique) provoquent une réponse des centres
respiratoires se traduisant par une augmentation de la fréquence respiratoire afin de rétablir

des conditions normales, et surtout optimales pour I'organisme.

En cas de défaut de cette sensibilité gazeuse, de nombreux phénomenes déléteres pour
I'organisme se mettent en place. Une hypoventilation et donc un rythme respiratoire trop bas,
entraine une baisse du taux d'oxygene sanguin (hypoxémie) et a terme une hypoxie des tissus

(cyanose, inflammation...), pouvant aller jusqu'a un arrét cardiaque (Eltzschig et Carmeliet

2011). L'hypoventilation provoque également une augmentation du taux de dioxyde de
carbone sanguin (hypercapnie), aboutissant a une hyperventilation (le corps tente d'enrayer

cette hausse en augmentant la fréguence et I'amplitude respiratoire; (Guillerm R Fau -

Radziszewski et Radziszewski 1979)). Si cela reste insuffisant, le sang s'acidifie (acidose

respiratoire), perturbant alors de nombreux processus métaboliques. A noter qu'une
dysfonction des reins, certains médicaments ou pathologies (diabete par exemple) peuvent
entrainer une acidose dite métabolique, dont les conséquences sur le corps seront identiques

(Morris et Low 2008). A terme et sans traitement (contrdle du taux de CO; inspiré par

exemple), I'hypercapnie aboutie a une augmentation du rythme cardiaque, des céphalées, des

asthénies et a la mort pour les cas les plus graves.
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En paralléle, d'autres éléments régulent la fréquence et I'amplitude respiratoire. Afin
d'éviter une sur-inflation des poumons lors de la phase inspiratoire, le réflexe de Hering-
Breuer est mis en jeu. Au niveau de I'arbre bronchique sont localisées des mécanorécepteurs
sensibles a I'étirement qui une fois activés par l'inflation pulmonaire, participent a I'arrét de
I'inspiration via le nerf vague (X), permettant ainsi d'amorcer la phase expiratoire (voir la partie
Les structures respiratoires centrales — page 33). Le réflexe inverse, dit de déflation, implique
les mémes récepteurs, mais en induisant cette fois-ci une augmentation du rythme
respiratoire en réponse a un gonflement trop faible des poumons. Enfin les récepteurs juxta-
capillaires, situés dans le parenchyme entre alvéoles et capillaires, induisent une
augmentation du rythme en réponse a la présence anormale de liquide dans le tissu
interstitiel. La température centrale agit également comme un stimulateur efficace de
I'activité des centres respiratoires, |'élévation de la température provoquant une
augmentation significative de la fréquence ventilatoire (a noter que chez beaucoup
d'animaux, dont le chien, ce systeme représente le seul moyen de réguler leur température
corporelle, le systeme pileux rendant complétement inefficace la production de sueur dans le

but de réduire la température centrale).

Comme évoqué précédemment, certaines structures peuvent aussi agir sur la fréquence
respiratoire. En effet, les centres émotionnels, que sont I'hypothalamus et le systeme
limbique, jouent un réle modulateur de |'activité respiratoire. La peur, le stress ou encore la
joie sont autant d'émotions qui le plus souvent induisent une accélération du rythme
respiratoire. Dans le cas d'une réaction de fuite chez I'animal, cette augmentation de la
fréquence respiratoire dés I'étage émotionnel permet d'anticiper I'effort physique a venir, et
ainsi maximiser |'efficacité de la fuite. Méme si le plus souvent nous ne faisons pas attention
a notre respiration, un contréle volontaire de cette fonction reste possible. En effet, la
stimulation de certaines régions du cortex moteur induit la contraction des muscles

respiratoires (diaphragme, muscles intercostaux; (Colle et Massion 1958, Gandevia et

Rothwell 1987)). Ce contréle volontaire permet ainsi l'anticipation de certains comportements

comme ceux impliqués dans I'apnée ou la phonation.
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Figure 7: Les phases du cycle respiratoire

L'activité respiratoire est composée de 3 phases. La phase inspiratoire est caractérisée par
la contraction du diaphragme par une activation du nerf phrénique et 'augmentation du
volume pulmonaire. Durant la phase post-inspiratoire, le nerf phrénique est encore
légérement activé et le volume respiratoire reste relativement stable. Pendant la derniére
phase expiratoire, plus aucune activation n'est présente, aboutissant a une sortie de I'air
des poumons et une diminution de son volume. EMG: Electromyogramme, ENG:
Electroneurogramme, Insp: Inspiration, post-I: post-inspiration, E2: Expiration.

Modifiée d'aprés Richter et al.,2014.




Les structures respiratoires centrales

L'alternance entre inspiration et expiration est générée par des centres situés dans le tronc
cérébral. L'existence de ces centres est déja suspectée depuis I'antiquité avec les travaux de
Claude Galien (129-216). En effet, lors de ses vivisections, il découvrit que la section de
certains nerfs craniens entrainait un arrét respiratoire de I'animal. Il conclut donc de
I'importance du cerveau et de ses connections pour la fonction respiratoire. Mais c'est le
travail de César Julien Jean Legallois (1770-1814) qui permis de déterminer |'origine de la
respiration au niveau du tronc cérébral. Grace a des expériences de lésions ciblées du cerveau
et de la moelle épiniere, il parvint a déterminer I'importance vitale d'une petite zone bulbaire,
et en vint a la conclusion qu'il s'agissait du centre respiratoire (Fye 1995). Ce travail fut par la
suite complété et précisé par Pierre Flourens (1794-1867) qui baptisa cette zone "nceud vital"
et s'attacha a cartographier les zones cérébrales liées a des fonctions telles que la mémoire,

la pensée, I'équilibre, la circulation, la respiration... (Flourens 1858). Puis Thomas Lumsden, a

I'aide de lésions plus précises, parvint a suggérer que les différentes étapes de la respiration

étaient produites par des zones différentes de I'encéphale (Lumsden 1923). Presque toutes

ces études reposaient sur I'enregistrement de I'activité des muscles respiratoires. Dans les
années 80 s'opéra un tournant dans ce type d'étude. En effet, I'équipe de Richter enregistra
in vivo l'activité des nerfs innervant les principaux muscles expiratoires (nerfs phrénique,
hypoglosse et intercostal interne), et établit une relation directe entre ces activités nerveuses
et musculaires (Richter 1982). Il détermina également 3 phases respiratoires: 1) une phase
inspiratoire, se caractérisant par une brusque décharge sur le nerf phrénique (diaphragme);
2) une phase post-inspiratoire, ou pré-expiratoire, pendant laquelle une faible activité est
encore enregistré au niveau phrénique; 3) une phase expiratoire, passive, pendant laquelle il
n'y a plus aucune activité enregistrée au niveau phrénique (Figure 7). Cette technique
d'enregistrements de l'activité nerveuse ouvrit une voie nouvelle qui permis un nombre
exponentiel d'études et de découvertes sur le sujet, grace en particulier au développement
de préparations réduites telles que le tronc cérébral/moelle épiniére isolé de rongeurs

nouveau-nés (Suzue 1984, Smith et Feldman 1987).
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Figure 8: Représentation schématique des structures du tronc cérébral impliquées dans
la genése et la régulation de I'activité respiratoire (Vue sagittale)

Les structures respiratoires ventrales sont représentées en violet, les structures dorsales en
jaune, et les structures pontiques en vert. Les deux générateurs du rythme respiratoire (pFRG
et preBotC) ainsi que le potentiel complexe post-inspiratoire (PiCo) sont représentés en
orange. Les noyau moteurs V et VIl sont en bleu. La surface chémosensible est également
représentée en bleu clair.

5n: Nerf trijumeau; V: Noyau moteur du nerf trijumeau; 7n: Nerf facial; VII: Noyau facial;
A5/PVL: Neurones adrénergiques A5/pont ventro-latéral; BotC: Complexe Botzinger; ITR:
Région péritrigéminale; KF: Noyau Kolliker-Fuse; NA: Noyau ambigu; NpA: Noyau
para-ambigu; NpBm: Noyau para-brachial médian; NrA: Noyau rétro-ambigu; NTS: Noyau du
tractus solitaire; pFRG/RTN: groupe respiratoire parafacial/noyau rétro-trapézoidale; PiCo:
complexe post-inspiratoire; preBotC: complexe preBotzinger.

Modifié d'aprés Feldman et al., 2006




Le groupe respiratoire ventral
Le groupe respiratoire ventral ou VRG (Ventral respiratory group) est un ensemble de
groupes neuronaux regroupés en colonne au niveau ventral du bulbe rachidien (Figure 8). Sa

premiere description remonte aux années 70 (Bianchi 1971) grace a la stimulation

antidromique des nerfs innervant les différents muscles respiratoires chez le chat. Dans la
région caudale du VRG se trouve le noyau retro-ambigu. Ce dernier recoit de nombreuses
afférences des autres structures respiratoires (préBotC, pFRG, noyau solitaire...) et posséde
des efférences vers la plupart des noyaux moteurs spinaux des muscles respiratoires
(diaphragme, muscles intercostaux, abdominaux). Malgré ses nombreuses interactions, son
role reste encore flou, mais il semblerait qu'il soit impliqué dans le passage d'une expiration

passive, a une expiration active (Subramanian et Holstege 2009).

Rostralement a cette structure est localisé le noyau ambigu (NA). Il s'agit d'un noyau
moteur actif pendant l'inspiration et I'expiration, innervant le pharynx, le larynx, et la partie
supérieure de l'cesophage. Il assure un role dans la phonation et la mastication, mais

également dans la respiration puisqu'il permet I'ouverture de la glotte (Barillot et al., 1990). A

ce niveau se trouve également le noyau para-ambigu contenant des neurones pré-moteurs

projetant sur les motoneurones spinaux des muscles respiratoires (Nunez-Abades et al. 1990).

Dans la partie la plus rostrale du VRG sont localisées certaines structures notamment
impliquées dans la rythmogenese respiratoire. Premieérement, le complexe Botzinger qui

contient principalement des neurones expiratoires (Ezure et al. 2003). Bien qu'il ne soit pas

un réseau oscillateur et donc générateur de rythme, il semblerait qu'il soit fortement impliqué
dans le patron de |'activité respiratoire, en particulier dans la transition entre inspiration et

expiration (Smith et al. 2007). La seconde structure de cette partie rostrale est le complexe

pre-Botzinger (préBotC) dont le role est indispensable dans la genése du rythme : isolée en
tranche, cette structure est capable a elle seule de produire un rythme a l'origine de la

respiration fictive (Smith et al. 1991). Absent, plus aucune activité rythmique respiratoire n'est

générée (voir Le complexe pré-Bétzinger, structure centrale de l'activité respiratoire - page 36).
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Le groupe respiratoire dorsal

Ce groupe est composé de la partie caudale du noyau du tractus solitaire (NTS). Ce noyau
possede un role trés important dans l'intégration des informations périphériques (Alheid et
al. 2011). En effet, ce noyau recoit de nombreuses afférences méchano- et chémoréceptrices
viscérales (Blouet 2013), comme par exemple celles renseignant sur le taux d'O; au niveau des
sinus carotidiens (voir Les systemes de régulation de la respiration — page 30) via le nerf
glossopharygien (IX) (Lipski 1979). Il est également la cible des informations issues des
récepteurs sensibles a I'étirement des bronches et bronchioles (réflexe d'Hering-Breuer) et

véhiculées via le nerf vague (X; (Kalia_ et Mesulam 1980), et recoit des informations de

différents capteurs laryngés et trachéaux impliqués dans le réflexe de toux (Jordan 1996).
Enfin, ce noyau projette vers de nombreuses structures régulatrices (Blouet 2013), dont le

préBotC (Zheng et al. 1998) et les motoneurones du nerf phrénique pour la partie respiratoire

(de Castro et al. 1994).

Les régions respiratoires pontiques
Les noyaux Kolliker-Fuse et parabrachial médian sont localisés dans la région pontique du
tronc cérébral. Constituées de neurones impliqués dans transition inspiration-expiration

(Bertrand et al. 1973), ces structures jouent également un réle qui peut varier selon les

espéces. Par exemple, ils sont indispensables chez le chat pour produire une activité

respiratoire (Bianchi et al. 1995), et importants pour |'aversion gustative chez le rat (Di Lorenzo

et al. 2009). Cette structure ne semble pas indispensable a la genése du rythme, mais plutot
impliqué dans la modulation de la respiration vis-a-vis de modalités non respiratoires comme

la pression sanguine ou la thermorégulation (pour revue, (Dutschmann et Dick 2012)) ou

encore la locomotion (Giraudin et al. 2012). Néanmoins, I'ablation de cette région provoque

temporairement une respiration dite apneustique, avec des phases inspiratoires plus longues

et une quasi-absence d'expiration (Tang 1953).

Autre structure pontique, la région péritrigéminale (ITR) possede des connexions avec les

régions bulbaires et les noyaux moteurs du tronc cérébral (Holstege et Kuypers 1977). Son

role n'est pas encore clairement défini, mais elle semble étre impliquée dans les phénomeénes

d'apnée réflexe (Radulovacki et al. 2003), son dysfonctionnement pouvant étre a I'origine des

apnées du sommeil (Radulovacki et al. 2004).
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Figure 8: Le complexe preBotC : le générateur central de I'activité inspiratoire

(A) a gauche, représentation schématique des structures bulbo-pontiques. On notera la
localisation du complexe preBotC (en orange) qui s‘étend de la partie caudale du noyau
rétro-facial (RFN) jusqu’a environ 200 um de l'obex. Les lignes verticales numérotées au
dessus du schéma représentent les transections (espacées de 75 pm) réalisées dans le sens
rostro-caudal.

a droite, graphique illustrant la fréquence respiratoire enregistrée au niveau du nerf
phrénique (sur une préparation de tronc cérébral/moelle épiniere isolée ex-vivo) lors des
expériences de sections du tronc cérébral. On notera que les sections réalisées au niveau du
preBotC (sections oranges) entrainent une diminution puis un arrét de I'activité inspiratoire.
(B) a gauche, illustration d’'une tranche transversale de 500 um d'épaisseur contenant le
complexe preBotC (en orange), ainsi que les motoneurones et les racines motrices du nerf
hypoglosse (XII).

a droite, les enregistrements des nerfs Xl droit et gauche montrent la présence d'une
activité rythmique spontanée et synchrone bilatéralement (tracés du bas). Des
enregistrements en patch-clamp (tracé du haut) ont permis de révéler la présence au sein
du preBotC de neurones dont l'activité spontanée est en phase avec celle enregistrée au
niveau des nerfs XII.

7: noyau moteur facial; SO: olive supérieure; cNA: noyau ambigu caudal; RFN: noyau
retro-facial; LRN: noyau réticulé latéral

Modifiée d'aprés Smith et al., 1991.




Enfin, le noyau adrénergique A5 est la derniére structure pontique impliquée dans l'activité
respiratoire, mais également dans la fonction cardiovasculaire. En effet, son activation

provoque des modifications du débit sanguin et de l'activité rénale (Maiorov et al. 1999), mais

surtout une inhibition de l'activité respiratoire, la stimulation électrique des noyaux A5
provoquant ex vivo chez le rat nouveau-né une diminution significative de la fréquence

respiratoire (Errchidi et al. 1991).

Le complexe pré-Bétzinger, structure centrale de I'activité respiratoire
La découverte de cette structure bulbaire remonte aux années 90 avec le travail de Smith

et collaborateurs (Smith et al. 1991). L'utilisation d'une préparation réduite de tronc

cérébral/moelle épiniére isolée ex vivo de rat nouveau-né, couplée a une approche
électrophysiologique et lésionnelle, a permis de localiser une zone spontanément et
rythmiquement active au niveau ventral du bulbe rachidien, considérée comme indispensable
dans la genése du rythme respiratoire (Figure 9). Ces expériences ont en effet montré qu'en

I'absence du préBotC, plus aucune activité ne pouvait étre générée ex vivo (Smith et al. 1991)

et que la respiration était profondément perturbée in vivo (McKay et al. 2005). Cette zone

importante a pu également étre mise en évidence dans d'autres especes comme le chat

(Connelly et al. 1992), la souris (Ramirez et al. 1996) ou la chévre (Wenninger et al. 2004), mais

semblerait également exister chez I'Homme (Schwarzacher et al. 2011).

Différentes études ont montré qu'il existait deux types principaux de neurones au sein du
préBotC: les neurones non-rythmiques (dits aussi "suiveurs"), qui ne possédent pas d'activité
oscillante intrinséque, et les neurones de type pacemaker qui présentent spontanément une
activité rythmique. Isolés pharmacologiquement (blocage de toute transmission synaptique)

du reste du réseau (Johnson et al. 1994), ces neurones pacemakers continuent de produire

des bouffées rythmiques de potentiels d'action, malgré un changement de rythme lié a une

perte de synchronisation interneuronale (Koshiya et Smith 1999). Les neurones suiveurs,

guant a eux, sont sous le contréle de ces neurones pacemakers via une commande

glutamatergique.

Deux populations de neurones pacemakers se distinguent au sein du préBo6tC. La premiére
est constituée de neurones générant des activités courtes a haute fréquence, alors que la

seconde présente plutét une décharge longue durée et a basse fréquence (Thoby-Brisson et

Ramirez 2001). Ces différences peuvent s'expliquer par la présence de diverses conductances
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au sein de ces deux catégories de neurones, mais toutes impliquées dans la genese de I'activité
oscillante de ces neurones. Le premier type est sous la dépendance de conductances sodiques
persistantes (Inap) alors que le second dépend plutét de conductances calciques (lca) et de
courants cationiques non-spécifiques activés par le calcium (Ican). A noter qu'il est nécessaire
d'abolir I'activité des deux populations pour mettre I'activité respiratoire au silence, une seule
des deux étant suffisante. D'un point de vue fonctionnel, une étude récente s'intéressant a la
production de bouffées respiratoires de faible ou de forte amplitude (respectivement les
"burstlets" et les "I-bursts") montre que l'application de cadmium dans I'environnement
extracellulaire, connu pour bloquer les conductances calciques, supprime la genése des "I-

bursts" sans affecter celle des "burstlets" (Kam et al. 2013). Les auteurs proposent alors que

la production du rythme et celle du patron respiratoire reposeraient sur deux mécanismes
distincts, dépendantes de populations neuronales différentes dans le préBotC. Ainsi, les
"burstlets" rythmiques (de faible amplitude) seraient liés a I'activité des neurones pacemakers
Inar-dépendants du préBotC et joueraient le role d'horloge du rythme (fréquence respiratoire),
la ou les neurones pacemakers lcaan et lca dépendants seraient liés a la genése du patron
respiratoire (alternance inspiration et expiration entre autres). Cette dichotomie cellulaire
permettrait alors de moduler indépendamment [|'activité des neurones engagés dans la
rythmogeneése respiratoire et celle des neurones impliqués dans la production du patron.
Enfin, il est a noter que dans les deux populations, des conductances communes sont toutefois
présentes, telles les conductances cationiques activées par I'hyperpolarisation (I4). Bien que
non nécessaire a la genese du rythme, cette conductance permet la modulation de la

fréquence respiratoire (Thoby-Brisson et al. 2000).

Bien que la présence de neurones de type pacemaker soit une condition nécessaire pour
gue le rythme respiratoire puisse étre généré au sein du préBotC, il semblerait qu'a la lumiere
d'une étude récente ce mécanisme ne soit pas suffisant. En effet, bien que la co-application
de riluzole (agent pharmacologique bloquant les bouffées respiratoires dépendantes du
courant Inap) et d'acide flufénamique (bloguant les décharges dépendantes du courant lcan)
entraine un arrét du rythme respiratoire, ce dernier peut étre rétabli par |'ajout de substance

P (Del Negro et al. 2005). Ainsi, les auteurs de cette étude concluent que lors du blocage

pharmacologique des conductances Inap et lcan, le rythme peut étre maintenu au sein du

préBo6tC par une augmentation de l'excitabilité. Ces données confirment ainsi que la
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Figure 10: Activation spatio-temporelle des neurones du pFRG et du preBotC au
cours d’un épisode de respiration fictive

Les images (réalisées a l'aide d'un indicateur sensible aux variations de voltage
membranaire) ont été réalisées au niveau de la surface ventrale de la moitié droite d’'un
tronc cérébral isolé in vitro de rat nouveau-né. Chaque image correspond a un temps
précis, avant, pendant et apres une bouffée inspiratoire (représentée en bas de chaque
image) enregistrée au niveau phrénique. On observe ainsi que les premiers neurones
actifs sont localisés au niveau de la partie ventro-latérale du bulbe rachien, a la frontiére
entre le bulbe et le pont. Cette région correspond au groupe respiratoire parafacial (pFRG)
dont l'activité dite pré-inspiratoire apparait environ 200 ms avant la décharge du preBotC.
Modifiée d'aprés Onimaru et Homma, 2003.




rythmogenese respiratoire dépendrait a la fois des propriétés des neurones pacemakers (ces
derniers permettant d'accroitre I'excitabilité neuronale afin de promouvoir I'apparition d'un
rythme) et des propriétés émergentes du réseau (balance synaptique entre systémes de

neurotransmission excitatrice et inhibitrice).

Différents systemes de neurotransmissions coexistent dans le préBotC, présents dans le
but de synchroniser I'ensemble des neurones pacemakers mais également d'entrainer les
neurones suiveurs. En premier lieu, la transmission excitatrice glutamatergique joue un réle
primordial puisqu'en son absence, tous les neurones pacemakers sont désynchronisés et plus

aucune activité rythmique respiratoire n'est correctement organisée (Wallen-Mackenzie et al.

2006). La transmission glutamatergique repose sur plusieurs types de récepteurs post-
synaptiques. Il semble que les récepteurs de type NMDA ne soit pas nécessaires a la genése

du rythme (Greer et al. 1991) et a l'inverse, le blocage des récepteurs AMPA et Kainate

entraine un arrét de l'activité respiratoire. Un systéme inhibiteur de neurotransmission
GABAergique et glutamatergique est également présent au sein du préBotC. Bien que non
indispensable a la genése du rythme respiratoire, cette activité inhibitrice joue un role

important pour déterminer la durée de l'activité inspiratoire (Feldman et al. 1992), la forme

des bouffées respiratoires (en particulier pour l'activité inspiratoire croissante; (Haji et al.

1990, Schmid et al. 19913, Schmid et al. 1991b), et enfin dans les interactions avec d'autres

structures centrales comme le pFRG, générateur de l'activité expiratoire chez |'animal

nouveau-né (Funke et al. 2008).

Le groupe respiratoire parafacial, acteur de l'activité expiratoire
Localisé ventralement au noyau moteur facial dans le tronc cérébral, le groupe respiratoire
parafacial/noyau retro-trapézoidale (pFRG/RTN) génére une activité rythmique en double

bouffée précédant et suivant celle des neurones inspiratoires du préBotC (Onimaru et Homma

2003), cette étude le montrant grace a l'utilisation de marqueurs fluorescents sensibles au
voltage (Figure 10). De plus, une lésion de cette zone entraine une réduction de la fréquence
respiratoire et un changement du patron respiratoire. Déja mentionnée dans certaines études
menées sur des préparations de tronc cérébral/moelle épiniére isolées de rats nouveau-nés

(Onimaru et al. 1987), la bouffée précoce précédant l'inspiration est nommée pré-inspiratoire

(pré-1), celle plus tardive générée dés la fin de l'inspiration étant considérée comme une

bouffée expiratoire. La Iésion bilatérale entrainant un arrét définitif de I'activité expiratoire
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fictive (Janczewski et Feldman 2006, Giraudin et al. 2008), le pFRG/RTN est dés lors associé au

centre de |'expiration active. Ainsi, I'activation optogénétique in vivo des cellules du pFRG/RTN
exprimant la channelrhodopsine (canal ionique photosensible) déclenche chez des rats
adultes des contractions des muscles abdominaux (muscles dits expiratoires) comparables a

celles observés pendant I'expiration active (Pagliardini et al. 2011).

Il est a noter que ce réseau neuronal pFRG/RTN semble ne pas étre indispensable pour la
genese d'une activité inspiratoire. En effet, la Iésion bilatérale du pFRG/RTN n'entraine soit

gu'une augmentation (Ruangkittisakul et al. 2007, Giraudin et al. 2008) soit qu'une diminution

(Onimaru et Homma 2008) du rythme respiratoire enregistré au niveau des racines cervicales

donnant naissance aux nerfs phréniques (innervant le diaphragme). Ce complexe semble donc
n'avoir qu'un réle de régulateur du rythme respiratoire, méme si en I'absence du préBotC, les
neurones du pFRG/RTN continuent de présenter spontanément (a l'instar des cellules de type
pacemaker) leurs décharges rythmiques caractéristiques en double bouffée pré-1 et

expiratoire (Mellen et al. 2003).

Enfin, le pFRG/RTN joue un réle important dans le chémosensibilité centrale. Plusieurs
expériences ont permis de démontrer cette sensibilité en modifiant les conditions
environnementales. Ainsi, le RTN présente une augmentation d'activité en situation

d'hypercapnie (Sato et al. 1992), ses neurones étant activés soit par une augmentation du taux

de CO, du LCR (Mulkey et al. 2004), soit par la stimulation des chémorécepteurs périphériques

(Takakura et al. 2006). De plus, une acidification localisée du RTN provoque également une

augmentation du rythme respiratoire (Li_et al. 1999). Il semblerait que la sensibilité aux

variations du taux de CO; (et donc du pH du LCR) soit une propriété intrinseque de ces

neurones (Wang et al. 2013). Néanmoins, I'activité de cette structure en condition d'hypoxie

est modulée par d'autres régions sensibles a I'oxygéne, comme I'hypothalamus caudal ou la

substance grise périaqueducal (Voituron et al. 2005).

Le complexe post-inspiratoire
Classiquement, le rythme respiratoire se décompose en 3 phases (Richter 1982) : une phase
inspiratoire, une phase post-inspiratoire et enfin une phase expiratoire. Il est maintenant
largement admis que le préBotC joue le role de générateur inspiratoire et le pFRG/RTN celui
de générateur expiratoire. Mais qu'en est-il de la phase post-inspiratoire? Cette derniere

constitue en effet un temps privilégié au cours duquel de nombreux comportements moteurs
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Figure 11: Activité et anatomie du complexe post-inspiratoire (PiCo)

Le PiCo est situé dans le bulbe rachidien, rostralement au complexe preBotzinger (preBo6tC),
dorsalement au noyau du nerf cranien facial VlI, et est plus médian que le noyau ambigu (NA). ||
posséde une activité ayant toujours lieu apres une inspiration. Cette activité peut étre renforcée
par I'ajout de noradrénaline (NE).

Modifiée d’apres Anderson et al., 2016.




(tels que la vocalisation, la déglutition ou encore la toux) se coordonnent avec la respiration.
Une étude récente montre I'existence au sein du bulbe rachidien d'un réseau de neurones
dont I'activité, lorsqu'elle est présente, suit systématiquement celle du préBotC (Figure 11;

(Anderson et al. 2016, Anderson et Ramirez 2017)). Ce nouveau réseau neuronal,

vraisemblablement cholinergique et glutamatergique, est localisé rostralement au préBotC et
dorsalement au noyau ambigu, et est désormais identifié comme le complexe post-
inspiratoire ou PiCo (Postinspiratory Complex). Dépendante du glutamate mais également de
la noradrénaline, son activité se synchronise avec celle du préBotC en I'absence d'inhibition
GABAergique. Les auteurs proposent que ces neurones PiCo posséderaient des propriétés
rythmogénes dans la mesure ou il est possible de conserver une activité rythmique de cette
région dans différents types de tranches bulbaires ou de tronc cérébral, et que ces propriétés
seraient nécessaires et suffisantes pour générer la phase post-inspiratoire dans les conditions

expérimentales in vivo (Anderson et al. 2016, Anderson et Ramirez 2017)).

Auvu de la seule étude récente montrant son existence, et du scepticisme d'autres groupes
de recherche qui ont montré que l'inhibition de la transmission adrénergique de cette zone in

vivo n'abolit pas I'activité post-inspiratoire (Poon et Song 2017), on ne peut pas se prononcer

clairement sur I'existence ou non du PiCo pour le moment. Néanmoins, la réalisation de
|ésions in vivo de cette zone pourrait permettre d'apporter de nouveaux arguments sur cette

question.
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La locomotion

La locomotion est définie comme la capacité que posseédent certains organismes a se
déplacer activement d'un endroit a un autre. Selon les espéces, le mode de locomotion peut
fortement varier, couvrant par exemple la course, la nage, le saut et le vol. Dans tous les cas,
la locomotion permet I'expression (ou I’exécution) de comportements fondamentaux tels que
la recherche de nourriture, d’un habitat ou d’un partenaire, ou encore la fuite face a un
prédateur. Pour leur permettre de se déplacer, chaque espece dispose de structures
anatomiques adaptées a son mode de locomotion, lui-méme directement dépendant de son
environnement. Ainsi, chez les vertébrés, un endosquelette sert de charpente solide a
I'organisme, les muscles squelettiques permettant d'actionner les articulations, et le systéme

nerveux central jouant le role de maitre d'orchestre.

Du milieu aquatique a la conquéte d’autres espaces

Dés les premiers stades de I’évolution, les étres unicellulaires aquatiques ont développé
des organites tels que les flagelles permettant la motricité. La complexification des organismes
et donc des modes de locomotion aquatique a permis in fine le développement de nageoires,
un premier pas vers la conquéte du milieu aérien. Développement de membres adaptés a la
locomotion terrestre dans le but d'échapper aux prédateurs, ou simple volonté d'accéder a de
nouvelles ressources alimentaires ? Rien ne permet de le savoir avec certitude. Ce qui est par
contre certain, ce sont les modifications physiologiques qui furent nécessaires a ce passage.
Outre l'apparition des poumons permettant de capter I'oxygéne de l'air, les organismes ont
également di adapter leur structure afin de supporter la gravité, peu ressentie en milieu
aquatique. Les nageoires ont progressivement été soutenues par des structures osseuses, puis
cette charpente a vu l'apparition d'articulations actionnées par des muscles, permettant une
plus grande liberté de mouvement (en particulier la flexion et |'extension). Toutes ces
structures se sont ensuite renforcées de maniére a pouvoir supporter le poids de I'animal sur
terre. Les premiers animaux terrestres se déplacaient surtout par reptation. Mais trés
rapidement, les "nageoires modifiées" ce sont rapprochées de la ligne médiane, de maniere a
pouvoir soulever le corps du sol. Puis I'exosquelette dermique épais a laissé place a un
endosquelette, permettant plus de souplesse et de vitesse dans les mouvements. Afin de

protéger les organes internes, la cage thoracique s'est épaissie, évitant a I'animal d'écraser ses
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Figure 12: Les phases du cycle locomoteur chez 'Homme

(A) Description schématique du déplacement angulaire de la cheville, du genou et de la hanche
pendant la marche et la course. La position du corps correspondante est imagée en haut de
chaque condition. Les mouvements sont décrits pour la jambe droite, en bleu les phases d’appui
et en rouge les phases de transfert. E1 a E3 (extension) et F (flexion) correspondent aux phases
décrites dans le texte. TD correspond a la pose du pied, et TO au moment ou le pied quitte le sol.
(B) Représentation cinématique des variations angulaires au cours de la marche. De nouveau, les
phases d’appui (bleu) et de transfert (rouge) sont représentées.

(C) Durée du cycle locomoteur en fonction de la vitesse de déplacement pendant la marche et la
course, le point de rupture (vitesse a laquelle l'allure passe invariablement a la course) étant
représenté par le trait pointillé.

(A) et (C) modifiées d’aprés Nilsson et al., 1985.




poumons sous son propre poids. Toutes les structures articulaires ont fortement évolué,
toujours dans le but de procurer une plus grande liberté de mouvement a lI'animal. C'est ainsi

gue la marche quadrupede a fait son apparition dans le regne animal.

Par la suite, certains animaux ont modifié leur maniére de se déplacer en passant
notamment a la bipédie afin d’adapter et d’améliorer leurs comportements au sein de leur
biotope (par exemple voir plus loin, faciliter le repérage des prédateurs, des proies, de la
nourriture, mais aussi faciliter I'orientation). Cette position a ainsi libéré les membres
antérieurs, permettant de les utiliser a des usages autres que la marche. Pour permettre cette
bipédie, les membres postérieurs et les muscles du dos se sont renforcés. Le crane ainsi "posé"
sur la colonne vertébrale se développe alors, gagnant en volume et permettant le
développement du cerveau, notamment au niveau des régions frontales, facteur déterminant

dans I’évolution des primates et particulierement de ’'Homme.

Le cycle locomoteur

L'étude de la locomotion chez de nombreux modeéles animaux a montré que les principales
caractéristiques du cycle locomoteur sont communes a I'ensemble des especes. La locomotion
est caractérisée par une succession de cycles de flexion et d'extension des membres
permettant une alternance entre les phases de transfert et d'appui, assurant la propulsion de

I'animal, qu'il soit quadrupéde ou bipede (Grillner et al. 1979, Nilsson et al. 1985, Rossignol et

al. 2004). En observant le mouvement d'une seule jambe, il est possible de subdiviser la
locomotion pendant la marche en plusieurs phases. La phase de transfert ("swing phase")
débute lorsque le pied quitte le sol et se termine lors de la reprise de I'appui (Figure 12A).
Cette phase est subdivisée en deux parties: F (flexion) et E1 (extension 1). La phase F est
caractérisée par une flexion de toutes les articulations, permettant de relever le pied, suivie
de I'extension du genou et de la cheville jusqu'au contact du pied avec le sol, pendant la phase
E1l. Pendant la phase d'appui ("stance phase"), le pied reste posé au sol. Cette phase est
également divisée en deux parties: E2 et E3 (extension 2 et 3). Pendant la phase E2, le poids
du corps est supporté par la jambe, puis une extension rapide de toutes les articulations

pendant la phase E3 permet la propulsion du corps vers I'avant.

Pour se déplacer, un animal utilise ses 2 ou 4 membres, nécessitant une coordination

étroite entre ces derniers. L'étude de la séquence des différents temps d'appui sur le sol de
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chacun de ces membres permet de définir I'allure locomotrice (Abourachid 2003). La marche

est caractérisée par l'alternance stricte des membres d'une méme ceinture, un déphasage de
25% du cycle étant observé entre les membres d'une diagonale donnée chez le quadrupéde.
Lors du trot, ce déphasage disparait. Au cours du galop, on observe un mouvement des
membres postérieurs puis des membres antérieurs. Concernant la course des bipédes, outre
la vitesse d'exécution, la différence réside dans I'absence de la phase de double appui (période
ou les deux pieds sont au sol). Enfin, il faut savoir que la vitesse d'exécution du mouvement
peut varier sans pour autant observer un changement d'allure, mais que des "points de
rupture" existent, c'est-a-dire des vitesses limites pour lesquelles I'allure change

invariablement (Figure 12C(Goslow et al. 1973)). Des expériences ont montré chez le cheval

gue les points de ruptures auraient surtout pour réle la préservation de la mécanique
articulaire, I'augmentation de la charge des animaux réduisant la vitesse de survenue de ces

points (Farley et Taylor 1991).

Structure du systeme locomoteur

Le squelette
Composé de 206 os en moyenne chez I'Homme, le squelette est d'une importance capitale
pour l'organisme. En effet, ses roles sont multiples: c’est la charpente du corps sur laquelle
viennent se fixer les autres éléments (tendons des muscles par exemple), il permet une
protection de certains organes (systeme nerveux central), ou encore il assure la fabrication
des cellules sanguines via la moelle osseuse. Au cours de la locomotion, le squelette permet
la résistance des membres aux forces mécaniques exercées, mais aussi de guider le

mouvement grace a la présence d'articulations.

Les articulations
Une articulation est une zone de jonction entre deux structures osseuses. Elles peuvent
étres fixes, comme les sutures entre les différents os du crane (articulation dite fibreuse),
semi-mobiles comme les articulations entre les vertébres (la grande mobilité du dos étant
donnée par le grand nombre de ces articulations faiblement mobiles) ou les cotes (présence
de cartilage permettant I'élasticité de la cage thoracique), et enfin les articulations mobiles

représentées par le type synovial.
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Malgré le grand nombre de mouvements différents produits par ces articulations (1 a 3
degrés de liberté), ces dernieres sont toujours basées sur la méme organisation. L'écartement
des piéces osseuses est maintenu solidement par les ligaments (assemblage de collagéne). A
I'extrémité des os impliqués dans l'articulation, le cartilage hyalin permet d'éviter I'usure des
pieces osseuses liée aux frottements. Afin de permettre le mouvement, ces articulations sont
actionnées par des muscles reliées aux différentes pieéces osseuses par des tendons constitués

tout comme les ligaments de collagéne.

Les muscles

Les muscles permettent le mouvement, que ce soit pour le maintien de la posture, la
ventilation pulmonaire, la circulation sanguine, la digestion ou encore la locomotion.
Constitués de cellules contractiles appelées myocytes (ou fibres musculaires) dont la
contraction provoque un raccourcissement du tissu, 3 types de tissu musculaire coexistent :
le muscle cardiaque, le muscle lisse (au nombre de 68) retrouvé principalement au niveau
viscérale et dont le contréle est sous la dépendance du systéeme nerveux végétatif, et enfin le
muscle squelettique (au nombre de 570) responsable des mouvements du squelette et sous
le contréle du systéeme nerveux somatique. Succinctement, les muscles striés squelettiques
sont composés de différents types de fibres qui, compte tenu de leur répartition au sein d’un
muscle donné, lui conferent des propriétés contractiles et métaboliques particuliéres (Pette

et Staron 2000):

- Les fibres S (slow) ou de type |, recrutées des le début du mouvement et résistantes a
la fatigue (compte tenu de leur métabolisme aérobie) ;

- Les fibres FR (fast resistant) et FF (fast fatigable) ou de type Il (respectivement lla et
IIb), recrutées plus tardivement et développant une force de contraction plus grande
que celle des fibres S, mais présentant une résistance a la fatigue beaucoup moins
performantes (en raison de leur métabolisme anaérobie).

- Les fibres SF (super fast, ou de type lIx), retrouvées chez le guépard ou les athlétes de

haut niveau (sprinteurs, haltérophiles...; (Trappe et al. 2015)), sont extrémement

puissantes et rapides, mais se fatiguent tout aussi rapidement. A noter qu'une
personne restant alitée trop longtemps (paraplégie par exemple) voit son pourcentage

de fibres lIx fortement augmenter en raison de I'absence de tonus musculaire (non
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nécessité de fibres résistantes a la fatigue) et de la modification de l'innervation

musculaire (Malisoux et al. 2007).

Chaque muscle est un mélange de plusieurs types de fibres contractiles. Ainsi, plus un muscle
est composé de fibres S et plus il sera endurant (muscles posturaux du dos par exemple), plus
il est composé de fibres de type FF/FR/SF et plus il sera puissant (tel le biceps). Enfin, les
muscles striés squelettiques possedent des propriocepteurs capables de renseigner le
systeme nerveux sur |'amplitude et la vitesse d'étirement musculaire (fuseau
neuromusculaire, fibres la et IlI) ou sur I'état de contraction du muscle (organe tendineux de

Golgi, fibres Ib).

Structures nerveuses impliquées dans la locomotion

Comme déja évoqué, les mouvements locomoteurs sont la plupart du temps volontaires.
Ainsi, le cortex moteur primaire est le principal générateur de la commande nerveuse envoyée
vers la moelle épiniere (Figure 13). Les axones des neurones du cortex moteur primaire
cheminent ensuite dans la capsule interne, puis dans le tronc cérébral. Une majeure partie
des fibres (80-90 %) croise le plan médian (décussation pyramidale) et projette sur les
motoneurones effecteurs, directement pour les noyaux moteurs craniens (faisceau cortico-
nucléaire), ou en formant le faisceau cortico-spinal latéral pour les noyaux moteurs spinaux.
La partie qui ne croise pas dans le tronc cérébral descend dans la moelle épiniere via le
faisceau cortico-spinal ventral, projette de facon ipsilatérale puis croise au niveau du segment

précédant les motoneurones cibles.

Le systeme moteur extrapyramidal, impliqué dans la motricité dite involontaire (posture,
locomotion), est plus complexe en raison de la présence de nombreux relais. Le premier est le
passage par les ganglions de la base (ou noyaux gris centraux) dont le réle dans la fonction
locomotrice est particulierement important. Ainsi, le dysfonctionnement d’'un de ses éléments
constitutifs tels que la substance noire compacte est responsable des symptémes moteurs de
la maladie de Parkinson (Forno 1982). Suite aux ganglions de la base, l'information
descendante relaie au niveau des régions locomotrices sous-thalamique (Subthalamic
locomotor region, SLR) et mésencéphalique (Mesencephalic locomotor region, MLR)
impliquées dans l'initiation de la locomotion. Ces régions projettent alors sur la formation
réticulée bulbo-pontique engagée dans le contréle de la locomotion qui a son tour projette

sur la moelle épiniére via les voies réticulo-spinales. La voie extrapyramidale comprend
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également le faisceau rubro-spinal en provenance du noyau rouge. Ce dernier regoit des
afférences cérébelleuses et est impliqué dans la coordination des muscles distaux des
membres supérieurs et inférieurs. Le faisceau vestibulo-spinal, issu des noyaux vestibulaires,
est quant a lui impliqué dans le controle de I'équilibre et le faisceau olivo-cérébelleux dans la
détection des erreurs entre mouvement programmé et exécuté. Enfin, le systéme
extrapyramidal comprend également le faisceau tecto-spinal ou colliculo-spinal jouant un réle

dans les mouvements de la téte et du cou.

A noter que le cortex n'est pas indispensable a I'exécution de mouvements locomoteurs,
un chat décortiqué étant capable d'avoir une locomotion adaptée a son environnement

(Miller et al. 1975, Bjursten et al. 1976, MacKay-Lyons 2002). Lors d'une transsection réalisée

en avant des colliculi supérieurs, préservant ainsi la SLR, I'animal n'adapte plus ses
mouvements a l'environnement, en plus d'avoir des séquences locomotrices spontanées
stéréotypées (Whelan 1996). Une section plus caudale, supprimant cette SLR provoque I'arrét
des épisodes de locomotion spontanée. En revanche, la stimulation de la MLR permet de
retrouver les différentes allures locomotrices (marche, trot, galop) en fonction de l'intensité

de la stimulation (Shik et al. 1966).

Les commandes descendantes issues des systemes pyramidaux et extrapyramidaux
aboutissent a I'activation des CPGs locomoteurs localisés au niveau spinal et dont le role est
de produire une activité complexe alternée et rythmique des différentes populations
motoneuronales (la description et I'organisation de ces CPGs feront |'objet d'une partie

dédiée; voir Les centres générateurs du rythme et du patron locomoteur — page 48.

Contréle sensoriel de la locomotion
Effectuer un mouvement adapté nécessite une adaptation aux conditions
environnementales avant (adaptation de I'allongement du bras par rapport a la distance d'un
objet a saisir) et pendant (objet plus lourd qu'initialement prévu) son exécution. Ceci est

possible par la mise en jeu des retours sensoriels et de mécanismes neuronaux spécifiques.

L'adaptation du mouvement avant son exécution (le feed-forward) met en jeu de
nombreux sens de I'organisme, mais principalement la vue, afin de déterminer la force, la
vitesse et I'amplitude d'un mouvement. Par exemple, la vue d'un obstacle va permettre

d'anticiper et de lever le pied plus haut afin d'éviter ce dernier. Sans cette mise en relation des
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sens et de la locomotion, il faudrait attendre de buter dans I'obstacle pour provoquer une

modification du programme moteur.

Lors de la réalisation du mouvement, les informations issues de diverses modalités
sensorielles (cutanées, articulaires, musculaires, visuelles, vestibulaires) permettent de
corriger a courte latence le patron mis en jeu. C’est la notion de feed-back. Ainsi lors de la
marche, les mécanorécepteurs cutanés (tels que les corpuscules de Ruffini pour la
pression/étirement, les disques de Merkel pour la sensibilité tactile fine, ou encore les
corpuscules de Meissner pour le toucher grossier) sont impliqués dans la détection de la pose
du pied au sol et renseignent sur la transition de phase lors du cycle locomoteur (Dietz 2002).
En effet, la suppression des retours tactiles chez le chat entraine une incapacité a marcher sur

les barreaux d'une échelle (Bouyer et Rossignhol 2003a, Bouyer et Rossignol 2003b). Les

fuseaux neuromusculaires, les organes tendineux de Golgi et les mécanorécepteurs
articulaires générent également des informations sensorielles extrémement précieuses
permettant de rendre compte de la bonne réalisation du ou des mouvements. lls renseignent
aussi sur la position des membres au travers des angles articulaires, mais aussi sur I'état de
tension (force produite), d’étirement et de contraction musculaire. En |'absence de retour
proprioceptifs, l'ajustement du mouvement devient impossible, comme chez les souris KO
erg3, dont les mouvements de marche deviennent imprécis a cause d'un défaut de
coordination dans |'activation des muscles entre les différentes articulations, mais également

entre les muscles antagonistes d'une méme articulation (Akay et al. 2014).

En plus de ces mécanismes basés sur les retours sensoriels, nous allons trouver des boucles
de régulation plus larges faisant intervenir des voies de communication ascendantes ainsi que
des structures supraspinales, tels que le cervelet. Ce dernier recoit les informations sur la
réalisation effective du mouvement, grace aux informations sensorielles, via le faisceau

spinocérébelleux dorsal (FSCD; (Arshavsky et al. 1972)). Le cervelet recoit également des

informations sur la commande motrice générée au niveau des CPGs spinaux via le faisceau

spinocérébelleux ventral (FSCV; (Lundberg 1971)). Grace a ces informations, le cervelet exerce

un role de "contréle qualité" en comparant la commande motrice et le mouvement réellement
en cours, et le réajuste au besoin en agissant sur les motoneurones et interneurones de la

moelle épiniere via les voies descendantes vestibulospinale, rubrospinale et réticulospinale.
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Une perturbation de cette boucle (lésion cérébelleuse par exemple) induit des mouvements

stéréotypées (dépourvus d'adaptation) en plus de probléemes de coordination (ataxie).

Les centres générateurs du rythme et du patron locomoteur

La structure et l'organisation des neurones composant les CPG locomoteurs spinaux ont
d'abord été étudié dans des modeles plus simples de vertébrés tels que la lamproie ou le

tétard (Roberts 2000, Grillner 2003). Ces modeéles ont révélé la présence d'hémigénérateurs

droits et gauches distribués le long de la moelle épiniére. Toutefois, cette organisation ne
s'applique qu'aux animaux se propulsant grace a une nage ondulatoire et ne peut s'appliquer
a une locomotion appendiculaire. Mais de nombreuses avancées sur la connaissance de
I'organisation des CPGs spinaux chez le mammifére ont pu étre réalisées grace a la
combinaison des techniques d'électrophysiologie de neuroanatomie et de génétique
(cibler/identifier/mettre au silence des populations neuronales ciblées) permettant de
manipuler |'activité de ces ensembles neuronaux afin de déterminer leur implication et leurs

roles au sein des CPGs locomoteurs (Brownstone et Wilson 2008, Jankowska 2008, Goulding

2009, Kiehn 2011). Chez le mammifére, il existe 2 CPGs locomoteurs spinaux: un au niveau

cervical pour les mouvements des bras ou des pattes antérieures (Ballion et al. 2001), et

I'autre au niveau lombaire pour le mouvement des jambes ou des pattes postérieures

(Cazalets et al. 1995, Kjaerulff et Kiehn 1996), ces deux CPGs étant interconnectés. Ces

interconnections permettent la synchronisation antéropostérieure du mouvement et font
intervenir des voies directes et indirectes, l'inhibition de la transmission synaptique entre les
deux générateurs n'abolissant pas complétement cette coordination. De plus, une partie de
ces connexions semble décusser, une hémisection au niveau thoracique réduisant seulement

cette coordination (Juvin et al. 2007, Juvin et al. 2012). Le r6le des CPGs locomoteurs spinaux

est de produire et de coordonner I'activité musculaire au sein d'un méme membre (alternance
de type fléchisseur/extenseur) mais aussi entre membres controlatéraux (alternance

gauche/droite, alternance antéro-postérieure).

Les circuits de Il'alternance bilatérale
Afin de produire un mouvement alterné et coordonné entre les deux cotés du corps, la
coordination bilatérale met en jeu principalement des neurones commissuraux, neurones
dont les axones croisent au niveau de la ligne médiane de la moelle épiniére. A noter que pour

la plupart des animaux quadrupedes ou bipédes, I'augmentation de la vitesse de déplacement
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Figure 14: Représentation schématique de l'organisation des populations neuronales
impliquées dans la genése du rythme et du patron locomoteur

Les populations neuronales VO sont impliquées principalement dans l'alternance bilatérale via
des projections controlatérales. Les populations V1 et V2b, a projection ipsilatérale, sont
impliquées dans l'alternance fléchisseur/extenseur par une action inhibitrice sur les
motoneurones. Les populations V3 ont aussi un role dans 'alternance gauche/droite de par leurs
projections controlatérales. Les populations V2a sont elles impliquées dans l'alternance
bilatérale mais également dans la genése du rythme, leur ablation perturbant ces deux
composantes. Enfin, le réle des neurones dl6 (controlatéraux) et Hb9 (ispilatéraux) n'est pas
encore clairement établi.

Modifiée d'aprés Lu et al., 2015.



va étre liée a un changement dans la vitesse d'alternance entre les membres situés des deux
cOtés du corps. Les neurones impliqués dans |'alternance gauche/droite sont donc également
impliqués dans le contréle de l'allure. Des expériences "d'ablation" de certaines populations
de neurones (mise au silence du promoteur génétique de la population cible) ont permis de

déterminer leur role dans la locomotion.

Exprimant le facteur de transcription DBX1 (Pierani et al. 2001, Lanuza et al. 2004), les

neurones VO constituent une grande portion des neurones commissuraux de la corne ventrale
de la moelle épiniére (Figure 14). L'ablation totale de cette population entraine une perte de
I'alternance bilatérale sans toutefois affecter I'alternance de type fléchisseur/extenseur ou

empécher la genése d'une activité locomotrice (Lanuza et al. 2004). Cette population est

subdivisée en deux catégories: les VOp (dorsaux) inhibiteurs, et les VOy (ventraux) excitateurs,
ces neurones projetant vers le coté controlatéral. D'autres expériences d'ablation sélective
ont permis de montrer que les VOp sont impliqués dans l'alternance gauche/droite des
déplacements lents (faible fréquence locomotrice), alors que les VOy sont plutét impliqués

dans les déplacements plus rapides (fréquence locomotrice importante) (Talpalar et al. 2013).

Bien que non indispensables a la genese de l'activité locomotrice, ils sont essentiels a

I'alternance bilatérale des membres.

De type excitateur, la population de neurones commissuraux V3 exprime le facteur de
transcription SIM1 et projette a la fois sur les motoneurones et sur les interneurones

controlatéraux (Zhang et al. 2008b). Rythmiquement actifs pendant la locomotion (Borowska

et al. 2013), leur ablation entraine une locomotion plus variable que ce soit en terme de
période ou d'amplitude des bouffées d'activité, mais sans suppression de l'alternance

bilatérale.

Enfin, les neurones spinaux V2a exprimant le facteur de transcription CHX10 sont impliqués
a la fois dans I'alternance gauche/droite et dans la genése du rythme locomoteur (Jessell
2000). Ces neurones, projetant de facon ipsilatérale, sont de type excitateur et leur absence
entraine une modification du patron locomoteur uniqguement pour des fréquences

locomotrices élevées durant lesquelles I'alternance bilatérale disparait (Crone et al. 2008). Il

est a noter que dans les conditions expérimentales in vivo, |'absence des neurones V2a
perturbe fortement la vitesse de déplacement a laquelle intervient la transition entre les

différents modes de locomotion (marche, course, bond...) (Crone et al. 2009). De plus, lors
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d'un rythme locomoteur soutenu, les neurones V2a activent les neurones VOv (Shevtsova et
al. 2015) et se trouvent donc indirectement impliqués dans |'alternance bilatérale. Une étude
récente a montré que certains neurones excitateurs V2a projetant ipsilatéralement pouvaient

aussi exprimer le facteur de transcription SHOX2 (Dougherty et al. 2013). En conséquence, 3

classes de neurones excitateurs ipsilatéraux ont pu étre identifiées: les V2a-SHOX2, les V2a
non SHOX2 et les SHOX2 non-V2a. Lors de la mise au silence de tous les neurones SHOX2 par
des techniques optogénétiques (expression d'un canal chlorure activé par la lumiére dans les
neurones SHOX2), le rythme locomoteur se trouve fortement perturbé sans aucun
changement des phases locomotrices. Toutefois, la mise au silence des seuls V2a-SHOX2
affecte I'amplitude des bouffées d'activité sans modifier le rythme locomoteur. Il semble donc
gue les SHOX2 non-V2a joueraient un réle dans la genese et l'organisation du rythme

locomoteur.

Les circuits de 'alternance de type fléchisseur/extenseur
Lors de la marche, il est important que les muscles fléchisseurs se relachent lors de la
contraction des muscles extenseurs, et vice-versa. Ce mécanisme implique a la fois des circuits
réflexes et les CPGs locomoteurs, et est appelé inhibition réciproque. Mettant en jeu des
collatérales d'axones et des interneurones inhibiteurs, cette derniere permet la mise au
silence des motoneurones agonistes (et synergistes) lors de I'activation des motoneurones

antagonistes (et inversement) (Hultborn 1976).

Deux populations neuronales sont impliquées dans ce mécanisme: les neurones V1

exprimant le facteur de transcription EN1 (Moran-Rivard et al. 2001) et les neurones V2b

exprimant le facteur GATA2 (Zhou et al. 2000). Ces interneurones spinaux projettent de facon

ipsilatérale et présentent un phénotype inhibiteur. Si la mise au silence d'une de ces
populations n'entraine que peu d'effet sur Il'activité locomotrice (légére diminution de la

fréquence locomotrice en I'absence des V1) (Gosgnach et al. 2006, Zhang et al. 2014a),

I'inhibition des deux populations induit une synchronisation des activités de type

fléchisseur/extenseur (Zhang et al. 2014a). Via I'ablation génétique sélective de I'une des

populations, une étude récente montre que les neurones V1 seraient plutét impliqués dans
I'inhibition des motoneurones des muscles de type fléchisseur, les V2b dans celle des muscles

de type extenseur (Britz et al. 2015).
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Autres populations neuronales locomotrices
D'autres populations d'interneurones spinaux présentent des activités en phase avec
I'activité locomotrice. Ainsi, les neurones exprimant le facteur de transcription HB9, de type
excitateur et a projection ipsilatérale, constituent un petit groupe de neurones

rythmiquement actifs pendant la locomotion (Hinckley et al. 2005, Wilson et al. 2005, Ziskind-

Conhaim et Hinckley 2008). Isolés pharmacologiquement du reste du réseau (application de

TTX), ce type cellulaire peut présenter des oscillations rythmiques de leur potentiel de
membrane sous certaines conditions expérimentales (notamment en présence d'un cocktail
pharmacologique NMDA/5-HT). Compte tenu de leurs propriétés intrinséques particuliéres
(présence de conductances impliquées dans le courant Inap), ces neurones HB9 pourraient
jouer le réle de pacemakers locomoteurs. Toutefois, le faible nombre de ce type cellulaire
présent au sein de la moelle épiniére (environ 40 par segment spinal chez la souris) et le fait
gu'ils soient majoritairement actifs apres les bouffées d'activité motoneuronale (Kwan et al.
2009), semblent indiquer qu'ils ne puissent étre responsables a eux seuls de la genése du

rythme locomoteur.

Enfin, la population de neurones de type inhibiteur dI6 qui exprime le facteur de
transcription DMRT3 et qui projette a la fois ipsi- et controlatéralement, est également active

pendant la locomotion (Dyck et al. 2012). Si leur rble n'est pas encore clairement établi, les

neurones dl6 pourraient étre engagés dans la mise en place des allures locomotrices dans la
mesure ou l'ablation de cette population neuronale est suivie d'une diminution de la vitesse

maximale produite par les souris au cours d'épisode de locomotion.
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Figure 15: Les nanoparticules: une grande variété de formes et de tailles

(A) Représentation schématique de diverses formes de NPs. Certaines possedent des
formes relativement simples comme une sphére (quantum dots, liposomes, oxyde de fer)
ou un tube (nanotube de carbone), alors que d'autres ont des formes plus complexes,
souvent assemblage de plusieurs structures plus simples (NP d’or, polymeres, dendrimeére
et NP fonctionnalisée).

Modifiée d'aprés Re et al., 2012.

(B) Les NPs peuvent présenter des tailles variées, tant que I'une de leur dimension reste
inférieure a 100 nm. Dans tous les cas, elles sont de taille bien inférieure a celle d'un
neurone.




Les nanoparticules

Dans le monde de la physique, une particule est un objet possédant des propriétés
mesurables telles que volume ou masse. Cette définition peut aussi bien s'appliquer aux
éléments subatomiques, comme les électrons, qu'a un corps céleste mobile comme la Terre.
Mais le plus souvent, ce terme de particules est utilisé pour définir des éléments mis en

suspension dans I'atmosphére terrestre (Lambe et Whitman 1969). A I'échelle micrométrique

et nanométrique, les particules peuvent étre classées selon leur taille: les particules grossieres
dont la taille est comprise entre 2,5 et 10 um, des particules fines de taille comprise entre 0,1
et 2,5 um, et enfin les particules ultrafines (terme utilisé pour la pollution) ou nanoparticules

(NPs), dont la taille est comprise entre 1 et 100 nm.

Outre leur taille, les NPs présentent une grande variété de formes: sphériques, ovoides,

allongées, cristallines, tubulaires (Figure 15; (Re et al. 2012)). Leur composition peut

également fortement varier, allant des métaux (or, argent, aluminium...), aux oxydes de

métaux (oxyde de titane, de cuivre, de zinc...), jusqu'aux éléments non métalliques (graphite,

carbone, silice...) (Bhatia 2016).

Les nanoparticules possedent des propriétés physico-chimiques particuliéres dues a la fois
a leur composition mais aussi a leur taille. En effet, en comparaison avec les particules plus
grosses, les NPs présentent une surface d'échange beaucoup plus élevée. Par exemple, 1 mg
de nanoparticules sphériques d'un diamétre d'1 nm offre la méme surface d'échange qu'l kg
de particules d'1 mm de diametre. Pour certains éléments chimiques, le passage a I'état
nanométrique leur permet ainsi d'acquérir des propriétés nouvelles et pourront étre utilisés
dans des produits de consommation comme agent antibactérien, ou réflecteur des rayons
UVs, ou encore comme semi-conducteurs. Cette petite taille intéresse également les
biologistes car elle rend les NPs capables de passer différentes barrieres biologiques, comme

la barriere intestinale (Lundquist et Artursson 2016), placentaire (Poulsen et al. 2015),

alvéolaire (Sipos et al. 2017), ou encore hématoencéphalique (Lockman et al. 2003a, Lockman

et al. 2003b, Sarkar et al. 2017).
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Figure 16: Histoire de la découverte et de I'utilisation des nanoparticules

(A) Photographie de la coupe de Lycurgue, exposée au British Museum. La présence
de NPs d'or et d’argent dans le verre fait varier sa couleur selon I'éclairage, de face elle
est verte (gauche), éclairée par l'intérieur ou l'arriere le coupe est rouge (droite).
Tirée de Leonhardt, 2007.

(B) Propriétés optiques de l'or colloidal, découverte de Michael Faraday en 1857. La
variation de la taille des particules modifie la longueur d'onde absorbée et donc la
couleur de la solution.

(C) De la méme maniére que l'or colloidal, la variation de la taille des quantum dots
va modifier leur couleur, a la différence de la palette plus diversifiée et intense
qu’avec l'or.

(D) Structure des quantum dots. Les photons de la lumiére vont interagir avec la
coque, provoquant le transfert d’un électron vers le coeur. Cet électron va interagir
avec le ceoeur, avant d’étre repoussé vers la coque tout en émettant de la lumiére,
dont la longueur d'onde va dépendre de la taille de la particule.

(E) Représentation en 3D de la Buckyball (a gauche) et d’'un nanotube de carbone (a
droite).




Histoire des nanoparticules: de leur premiere utilisation a leur découverte

De maniere générale, les nanoparticules sont considérées comme une invention de la
science moderne. En réalité, les organismes vivants y sont exposés depuis la nuit des temps
puisque des phénomenes naturels tels que les éruptions volcaniques, I'érosion des roches, ou
encore les feux de forét, dégagent des particules de tailles diverses, y compris a |'état

nanométrique (Lanone et Boczkowski 2010). Certaines nanoparticules sont également

utilisées depuis le 42me sjecle. A cette époque, il ne s'agissait bien évidemment pas d'une
utilisation volontaire dans la mesure ou leur existence était inconnue. Toutefois, le premier
exemple d'objet exploitant le potentiel des NPs est la coupe de Lycurgue. Cette derniére est
constituée de verre dichroique, c'est-a-dire possédant deux couleurs selon I'éclairage (Figure
16A). En effet, un éclairage de face fait apparaitre la coupe opaque et verte, alors qu'un
éclairage de l'intérieur ou de l'arriere lui confére une teinte rouge translucide. Cette capacité
de changement de couleur est due a la présence de nanoparticules d'or et d'argent (entre 50

et 70 nm) dans le verre (Leonhardt 2007). Lorsque la lumiére passe au travers du verre, les

nanoparticules entrent en résonnance (dit "Plasmon de surface"), modifiant ainsi la longueur
d'onde de la lumiere transmise. Un autre exemple est celui des vitraux et verres trempés
médiévaux. Les modéles aux couleurs les plus intenses, fabriquées entre le 65™¢ et le 15éme
siecles, doivent leur éclat a la présence de NPs contenues dans les peintures d'oxydes

métalliques utilisées (Kurmann-Schwarz et Lautier 2009). De plus, certaines peintures

contenant des NPs d'or posséderaient méme des effets purifiants sur l'air environnant lors de

leur exposition a la lumiére du soleil (Zhang et al. 2014c). De la méme maniere, des poudres

métalliques contenant des NPs (argent, cuivre...) étaient utilisées pour donner un lustre
métallique (effet iridescent) aux poteries entre les 9°™¢ et 17¢™¢ siécles, d'abord dans la région

de ce qui est aujourd'hui I'lrak, puis partout dans la péninsule arabique et méme en Europe

(Sciau 2012).

A la suite de ces applications empiriques, Michael Faraday est le premier & décrire en 1857
les propriétés particulieres des NPs. Il découvre I'or colloidal "ruby" et démontre que cette
solution (contenant en fait des NPs d'or en suspension) peut produire différentes couleurs

selon les conditions d'éclairage et la taille des particules (Figure 16B; (Faraday 1857)). Mais a

son époque, la technologie n'est pas encore assez avancée pour pouvoir observer la structure

de I'or colloidal et donc faire I'observation des NPs. Il faudra attendre le développement des
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techniques de microscopie, en particulier la microcopie électronique en transmission en 1931
afin de pouvoir disposer d'outils permettant leur observation. Néanmoins, les scientifiques
ont continué pendant un demi-siecle a utiliser le terme de colloides, I'observation des
particules étant presque toujours effectuée en milieu liquide. Le terme "Nanotechnology"

n'apparait qu'en 1974 avec le Professeur Norio Taniguchi (Taniguchi 1974). En 1981, le russe

Alexey Ekimov découvre une structure nanocristalline et semi-conductrice: les quantum dots

(Ekimov et Onushchenko 1982). Il sera le premier a étudier leurs propriétés électroniques et

optiques (Figure 16C-D). En 1985, une équipe de l'université de Rice (Houston, USA) découvre
une structure nanomeétrique ressemblant a un ballon de football. Nommée "Buckyball", cette
structure est en fait un fulleréne composé uniquement de 60 atomes de carbone (Kroto et al.
1985). Cela leur vaudra un prix Nobel de chimie en 1996 (Figure 16E). En 1991, Sumio lijima
découvre les nanotubes de carbones, qui comme la "Buckyball' ne sont composés que
d'atomes de carbone, mais organisés cette fois-ci dans une structure tubulaire, ce qui leur
confere des propriétés extraordinaires en terme de résistance, de conductivité électrique et
thermique (lijima 1991). Les années 90 voient aussi I'arrivée des premiéres entreprises de

nanotechnologie, que ce soit pour leur production, leur étude ou leur utilisation.

Propriétés nouvelles et applications des nanoparticules

Au début des années 2000, la nanotechnologie fait son apparition dans des produits
destinés aux consommateurs, avec des applications variées. Rapidement, le monde des
nanotechnologies et des nanoparticules a permis d'améliorer grandement voire révolutionner
de nombreux secteurs technologiques et industriels tels que les cosmétiques, les énergies, les

transports, I'informatique, la médecine, I'agro-alimentaire, ou encore |'environnement.

Electronique et informatique
Les nanotechnologies ont contribué aux derniéres avancées dans le domaine de
I'informatique et de I'électronique, permettant le développement de systemes plus rapides,
plus compact, plus transportables, et pouvant afficher, organiser, traiter et stocker des
guantités bien plus importantes d'informations. Par exemple les écrans ultra HD dits 4K
utilisent maintenant des quantum dots (NPs de séléniure de cadmium) pour obtenir un
affichage plus fin, mais aussi des couleurs plus vives que |'ancienne technologie a cristaux

liquides (Bourzac 2013). Autre exemple, l'intégration dans les matériaux de NPs d'argent, au

fort pouvoir antibactérien, a permis le développement de clavier, coques de téléphones ou

| 54



encore appareils auditifs possédant des surfaces antibactérienne (Kim et al. 2007). Cette

innovation est également utilisée dans d'autres domaines comme des tables de travail
antibactérienne/autonettoyantes dans la restauration ou la médecine. En électronique, la
soudure des composants a longtemps utilisé un alliage étain/plomb, le danger du plomb
n'étant plus a démontrer, un nouveau type d'apport mélangeant étain et NPs de cuivre a fait
son apparition. Toutefois ce nouvel alliage ne remplace pas encore totalement |'ancien car il
nécessite une température de soudure plus importante, non supportée par certains

composants sensibles (Lin et al. 2003). Enfin, les nanoparticules promettent de nombreuses

innovations dans ce domaine. En effet, le développement d'écran/composants flexibles a base
de NPs (carbone, argent, cellulose, zinc...) permettra des innovations dans de nombreux
domaines comme des téléphones ou tablettes pliables/enroulables, de I'électronique flexible
et miniature pouvant étre porté ou injecté sous la peau, comme des senseurs de divers

parametres médicaux, des puces photovoltaiques dans des vétements... (Wang 2008, Kim et

al. 2016).

Production et stockage d'énergie
Un autre domaine d'application pour les nanoparticules est la production et le stockage de
I'énergie, qu'elle soit électrique ou issue du pétrole. Des NPs a base de Cadmium ou
Ruthénium/Carbone permettent de catalyser et donc d'améliorer la production de carburant

(Kang et al. 2009, Peng et al. 2015), alors que des NPs composées de Zinc/ferrite permettraient

méme de produire du carburant de synthése grace a I'énergie solaire (Bhosale et al. 2016). De

plus, la production d'électricité a partir de panneaux solaires est actuellement limitée par le
colt, I'encombrement et le manque d'efficacité des technologies. Des cellules solaires
constituées de nanostructures d'or ou d'oxyde de zinc sont en cours de développement afin
d'obtenir des panneaux solaires moins chers a produire, avec un meilleur rendement
énergétique, plus fins voire flexibles, entrant dans le développement de cette énergie

renouvelable (Beek et al. 2004, Wang et al. 2011). Concernant le stockage de I'énergie, des

NPs sont déja utilisées dans le but d'obtenir des batteries avec de meilleures capacités, se
chargeant plus vite, plus légeres, flexibles et avec une plus longue durée de vie (Zhang et al.

2014b, Zhou et al. 2016). Enfin, les NPs peuvent améliorer les systemes déja existant afin de

les rendre plus économiques: ampoules (Xing et al. 2016) et ordinateurs a basse
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consommation (Kuzum et al. 2012), allégement des véhicules permettant une économie de

carburant... (Zhang et Friedrich 2005).

Meédecine et santé
Dans le domaine médical, le développement des NPs devrait apporter de nouveaux outils
de diagnostic, de prévention et de traitement des maladies. Ainsi, les quantums dots sont a
I'étude pour le développement de nouveaux marqueurs biologiques plus précis, plus
spécifique des pathologies a diagnostiquer ou encore un suivi en temps réel d'une molécule

passant dans le systéeme digestif ou le systeme sanguin (Michalet et al. 2005, Li et Zhu 2013).

Dans le traitement de I'athérosclérose, des chercheurs sont parvenus a créer une NP mimant
les lipoprotéines de haute densité (HDL, ou "bon" cholestérol), aidant ainsi a la résorption des

plaques d'athérome en délivrant de la statine a ces derniéres (Duivenvoorden et al. 2014). Les

NPs d'oxyde de zinc étant capable de cibler certaines cellules cancéreuses (Hanley et al. 2008),

celles-ci pourrait étre utilisées comme vecteur de médicaments. De plus, compte tenu de leur
taille, elles peuvent passer les barriéres biologiques comme la barriére hématoencéphalique,
permettant alors de délivrer des médicaments dans des zones précises du cerveau (Bode et
al. 2017). Les objectifs de ces travaux sont la réduction des quantités de médicaments
administrés, I'augmentation de leur efficacité, tout cela sans affecter d'autres organes afin de

réduire I'apparition d'effets secondaires indésirables (Bode et al. 2017). Les NPs permettraient

également de cibler les cellules infectées par le VIH afin d'y délivrer directement les
médicaments actuels, permettant la encore une réduction drastique des effets secondaires

(Gu et al. 2017, Kesarkar et al. 2017). Une autre voie d'étude est la recherche médicale pour

la régénération des tissus. Certaines NPs peuvent servir de support a la régénération de tissus

et pourraient méme la favoriser. Notons par exemple le graphéne pour I'os (Elkhenany et al.

2017), le titane ou la céramique pour les dents (Xavier et al. 2015) ou encore |'oxyde de fer ou

de zinc pour le tissu nerveux (Seil et Webster 2008, Neubert et Glumm 2016). Enfin, il est a

noter que dans le cas de Iésion de la moelle épiniere, I'utilisation de nano-rubans de graphéne
(NPs de carbone) pourraient promouvoir et faciliter la régénération neuronale au sein de la

barriére cicatricielle en fournissant un support a la repousse axonale (Solanki et al. 2013).
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Les nanoparticules dans notre quotidien
Les nanoparticules possédant des propriétés nouvelles et étant peu couteuses, sont déja
présentes dans de nombreux produits du quotidien. L'une des premieres industries a les avoir
implantées dans ses produits est la cosmétique. En effet, compte tenu de leurs propriétés anti-

UV, les NPs de titane et de zinc sont présentes dans les cremes solaires (Smijs et Pavel 2011).

Placées en suspension dans un produit lui conférant ainsi une couleur blanche, ces deux

mémes NPs sont utilisées dans les maquillages (Vaseem et al. 2010) et les encres de tatouage

(Schreiver et al. 2017). L'utilisation de cette propriété dépasse le domaine de la cosmétique

puisque ces NPs sont aussi utilisées comme colorant alimentaire (I'E171 pour le dioxyde de

titane), dans les peintures ou encore dans les textiles (Weir et al. 2012). Le dioxyde de silicium

(additif E551) peut étre retrouvé dans de nombreux produits comme agent antiagglomérant,
gue ce soit dans le domaine agroalimentaire, pharmaceutique ou cosmétique (Barik et al.
2008). Les propriétés antibactériennes et désinfectantes de certaines NPs d'argent ou de zinc
sont utilisées dans des produits d'hygiéne quotidienne comme le dentifrice, les déodorants,

le lait pour le corps (Kokura et al. 2010, Mu et Sprando 2010), les emballages alimentaires

(Bumbudsanpharoke et al. 2015), ou encore dans certains textiles pour limiter le

développement d'odeurs corporelles (Duran et al. 2007, Becheri et al. 2008). Enfin, de

maniére non-exhaustive, notons la présence de NPs dans les médicaments (Salata 2004), le

batiment (matériaux de construction, peintures...) (Kawashima et al. 2013) ou encore

I'automobile (additifs carburant et huiles, chassis, peinture...) (Hernandez Battez et al. 2008,

Kole et Dey 2010).

Toxicologie des nanoparticules

Une des questions majeures soulevées par l'augmentation de la production et de
['utilisation des NPs concerne le risque sanitaire que pourrait engendrer |I'exposition croissante

et continue de la population et des travailleurs a ces composés chimiques.

Les scandales sanitaires du passé : métaux lourds et amiante
Plusieurs éléments utilisés dans l'industrie pour leurs propriétés extraordinaires ont
ensuite été interdits suite a la découverte de leur dangerosité. Le mercure, par exemple, a
longtemps été utilisé dans les thermometres, les piles, les plombages, en pharmacie (effet

désinfectant du Mercurochrome®), les ampoules ou encore dans certains pigments (Vermillon
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par exemple). Son utilisation est maintenant fortement limitée et controlée du fait de sa haute
toxicité (Maladie de Minamata). L'intoxication au mercure provoque en effet une atteinte de
la fonction rénale, endocrine et cérébrale, induisant un stress oxydatif, une augmentation des
conductions chlorure et une désorganisation des microtubules affectant de nombreux

processus cellulaires dont la neurotransmission (Fernandes Azevedo et al. 2012).

Un autre exemple concerne le plomb dans la survenue du saturnisme. Utilisé dans les
canalisations, dans la peinture des batiments (meilleur pouvoir couvrant) et aussi dans
certains jouets, le plomb I'est encore dans les batteries (résistance a la corrosion), comme
écran antiradiation, dans les fusibles et la soudure a I'étain, et enfin en cosmétique (Khol
traditionnel). Mais lors de son absorption, et au vu de sa faible élimination, le plomb a la
capacité de s'accumuler dans le systéme nerveux provoquant le saturnisme. Parmi la longue
liste de symptdomes, on retient surtout de cette maladie le retard mental induit chez les
enfants intoxiqués et son implication dans la schizophrénie. Le plomb se substitue au calcium
dans de nombreux processus cellulaires induisant une altération des propriétés
membranaires, un déreglement de la signalisation cellulaire ou encore un stress oxydatif

(Sanders et al. 2009). De plus, il a été montré que I'accumulation de plomb ou de mercure

pourrait potentialiser des pathologies neurodégénératives, telles que la maladie d'Alzheimer,

de Parkinson ou encore la sclérose latérale amyotrophique (Pamphlett et Kum Jew 2013).

Le dernier exemple en lien direct avec les objectifs de ce travail doctoral est le zinc.
Naturellement présent dans notre corps et le systeme nerveux, il possede une action
modulatrice sur les récepteurs et la recapture de certains neurotransmetteurs (acétylcholine,
sérotonine, glutamate et dopamine), mais également sur l'activité de plusieurs canaux

ioniques (calcium, chlorure, potassium, sodium) (Frederickson et al. 2005). L'apport de zinc

peut se faire via l'alimentation (fruits de mer, viande, fromage entre autres), mais aussi via la
pollution, le zinc étant utilisé dans de nombreux processus et produits industriels (tels les piles,
la protection anticorrosion (galvanisation), la monnaie, la couverture, les cicatrisants, les
antiinflammatoires). L'excés de zinc dans |'organisme est connu pour provoquer des diarrhées,

des vomissement et des maux de téte (Fosmire 1990). Son accumulation dans le systeme

nerveux central induit un stress oxydatif aboutissant a une mort neuronale massive suite a la

synthése de marqueurs pro-apoptotiques (Kim et al. 1999). Enfin, I'accumulation du zinc dans
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Figure 17: Passage et distribution des nanoparticules

(A) Les voies d’entrées des NPs sont multiples, mais l'inhalation en reste la principale. Une fois
dans le corps, les NPs peuvent rejoindre le cerveau de deux maniéres: via les terminaisons des
nerfs olfactifs (voie rétro-nasale) ou apres avoir passé les poumons, la barriére alvéolo-capillaire,
le sang, et enfin la barriere hémato-encéphalique. Une fois dans le sang et dans le cas d’une
femme enceinte, les NPs peuvent également rejoindre le foetus en passant la barriére
placentaire. Apres la naissance, I'enfant peut encore étre exposé via le lait maternel.

Modifiée d'aprés Gnack et al., 2015.

(B) Lieu de dépdot dans I'arbre bronchique des particules en fonction de leur taille. Les NPs se
déposent majoritairement au niveau alvéolaire, sauf en dessous d’une taille de 10 nm ou le
dépot se limite au niveau trachéo-bronchique.

Modifiée d'aprés Buzea et al., 2007.

(C) Mécanismes de passage des NPs au travers de la barriere hémato-encéphalique.

Modifiée d'aprés Re et al., 2012.




le cerveau pourrait aussi faciliter I'agrégation des plaques amyloides observées dans la

maladie d'Alzheimer (Watt et al. 2010).

Utilisée pour sa tres grande résistance mécanique et thermique, I'amiante (ou fibres
d'amiante) est composée de silicates magnésiens ou calciques aux propriétés réfractaires.
Issue de diverses espéces minérales, I'amiante a largement été utilisée dans les procédés de
calorifugeage (isolation thermique) et de flocage (coupe-feu), notamment dans le secteur du
batiment, mais également dans I'automobile (résistance des matériaux de friction) ou encore
pour la construction des routes (résistance a l'usure). Toutefois, compte tenu de sa taille
réduite, les fibres d'amiante accedent facilement dans les régions pulmonaires les plus

profondes (Sebastien et al. 1975). Son accumulation dans les poumons provoque alors une

insuffisance respiratoire chronique grave et peut également induire un mésothéliome (cancer

grave de la plévre ou du péricarde) (Kilburn et Warshaw 1991).

Voies d'entrées et distribution des nanoparticules dans I'organisme
Les principales voies d'entrée des NPs dans I'organisme regroupent la voie respiratoire (et
rétro-nasale pour la translocation direct vers le cerveau via les nerfs olfactifs), la voie digestive

et dans une moindre mesure la voie percutanée (Figure 17A; (Oberdorster et al. 2004, Elder

et al. 2006, Kao et al. 2012)). Concernant l'inhalation des NPs, plusieurs études ont montré

gue la taille des particules influe sur leur lieu de dépot dans I'arbre bronchique (Figure 17B).
Plus les particules sont fines, plus elles se déposent loin, les plus fines pouvant atteindre les

sacs alvéolaires (Oberdorster 2001). Néanmoins, les NPs dont le diamétre est inférieur a 10nm

ne vont que tres peu jusqu'aux alvéoles car plus susceptibles d'étre emprisonnées par le
mucus et donc d'étre évacuées des poumons. Une fois accumulés dans les régions les plus
profondes des poumons, les NPs sont capables de passer la barriére alvéolo-capillaire et ainsi

rejoindre la circulation sanguine (Choi et al. 2010, Yacobi et al. 2010, Kreyling et al. 2014) afin

de subir une translocation vers différents organes du corps, dont les reins, le foie et le cerveau

(Geraets et al. 2014, Konduru et al. 2014). Il est a noter enfin que certaines NPs sont également

capables de passer les barrieres placentaire (Keelan 2011, Jo et al. 2013) et

hématoencéphalique (Figure 17C; (Sela et al. 2015)).

Effets périphériques des nanoparticules
Au niveau pulmonaire, des études ont montré que chez I'animal, les nanotubes et

nanofibres de carbone pouvaient provoquer des effets comparables a ceux déclenchés par les
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fibres d'amiante, a savoir des inflammations, des granulomes ou encore des fibroses

pulmonaires (Frank et al. 2016). Les NPs de titane ou de zinc sont également connues pour

déclencher des effets pro-inflammatoires via l'induction d'un stress oxydatif au niveau

pulmonaire, entrainant des effets cyto- et génotoxiques (Hanot-Roy et al. 2016, Sukwong et

al. 2016, Ng et al. 2017). En tant qu'organes de filtration, le foie et les reins peuvent également

montrer des dysfonctionnements liés a I'exposition aux NPs. Des atteintes hépatiques
(inflammations, atteinte ADN) sont susceptibles d'apparaitre lors d'une exposition aux NPs

d'oxyde de zinc (Hao et al. 2017), de dioxyde de titane (Li et al. 2017) ou d'argent (Piao et al.

2011). Des troubles du métabolisme rénal peuvent étre déclenchés par les NPs de carbone

(Reddy et al. 2010), de zinc (Yan et al. 2012) ou de silice (Passagne et al. 2012). Enfin, la toxicité

de certaines NPs (argent et zinc entre-autres) peuvent se traduire par des effets sur la
reproduction, notamment au travers d'effets cyto- et génotoxiques sur les cellules de

I'appareil reproducteur (Asare et al. 2012, Jo et al. 2013). Il est a noter que les NPs éliminées

par l'escalator muco-ciliaire des voies respiratoires se retrouvent alors dans le systéme

digestif.

De nombreux produits alimentaires contiennent des additifs sous forme de NPs (titane,

silice, argent, zinc) (Calzolai et al. 2012, Espitia et al. 2012). Dans le systeme digestif, ces NPs

sont capables de passer au travers de la paroi intestinale et rejoindre ainsi la circulation

sanguine (Jani et al. 1990) pour étre distribuées vers divers organes. Elles sont également

susceptibles de provoquer des effets locaux tels que des perturbations de la flore commensale
digestive (argent, cuivre), des effets pro-inflammatoires (argent, titane, silice, carbone) ou

encore génotoxiques (titane, carbone) (pour revue (Bergin et Witzmann 2013)). Certaines NPs

déja trés répandues dans notre alimentation, comme le dioxyde de titane (additif E171),

pourraient méme potentialiser I'apparition de tumeurs intestinales (Bettini et al. 2017), alors

gue le dioxyde de silice (E551) aurait des effets cyto- et génotoxiques (Athinarayanan et al.

2014).

La derniére voie d'entrée des NPs dans l'organisme est la pénétration percutanée.
Principalement suspectée pour les cosmétiques et les agents polluants, cette voie est plus
sujette a controverse. En effet, certaines études montrent un passage au travers de la peau

saine (Cross et al. 2007), alors que d'autres ne I'observent que sur des peaux lésées (Larese et

al. 2009), voire n'observent aucune pénétration dans les couches profondes (Leite-Silva et al.
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2013). Une étude récente montre cependant que de nombreuses NPs contenues dans les

encres de tatouage se retrouvent dans les ganglions lymphatiques (Schreiver et al. 2017)

occasionnant des effets déléteres (Alarifi et al. 2013, Park et al. 2013).

Effets des nanoparticules sur le systeme nerveux
Déja évoqué précédemment, les NPs sont capables de rejoindre le cerveau, traverser la

barriere hématoencéphalique (BHE) et diffuser dans I'ensemble du tissu (Wolak et Thorne

2013). Il est a noter également que le passage des NPs vers le cerveau peut endommager la
BHE, la rendant alors plus perméable a d'autres produits potentiellement neurotoxiques (Tang

et al. 2009, Shim et al. 2014). Des atteintes des fonctions cérébrales et des mécanismes

bioélectriques des neurones ont pu étre observées lors d'études neurotoxicologiques. Ainsi,
les NPs de cuivre provoquent des déficits mnésiques et de |'apprentissage chez le rat (An et

al. 2012), alors que celles de titane et de zinc perturbent la mémoire spatiale (Hu et al. 2010,

Han et al. 2011). Les NPs d'argent peuvent induire une perturbation de la BHE, un gonflement

des astrocytes et une dégénérescence neuronale (Tang et al. 2009). Les NPs de titane quant a

elles peuvent déclencher des lésions cérébrales, une désorganisation de la glie et une

inflammation (Ma et al. 2010). Le dioxyde de silice retarderait la récupération lors d'une lésion

de la moelle épiniére (Sharma et al.) et I'oxyde de zinc serait responsable de phénomeénes

d'apoptose et de nécrose neuronale (Lai et al. 2008); (Afifi et al. 2016).

De nombreuses équipes se sont intéressées aux mécanismes neuronaux et cellulaires
pouvant aboutir aux effets neurotoxiques sus-cités. Bon nombre de NPs induisent un stress
oxydatif via la production de ROS (Reactive Oxygen Species). En effet, que ce soit pour les NPs

de titane (Huerta-Garcia et al. 2014), d'argent (Marano et al. 2011) ou de zinc (Wang et al.

2014), ces NPs sont capables d'induire la production de ROS qui, suivie d'une cascade
réactionnelle, aboutit a une altération du génome (NPs de magnésium, titane ou zinc; (Lai et
al. 2008) pouvant entrainer la mort cellulaire. En plus de leur toxicité cellulaire, les NPs
alterent également la neurotransmission. Par exemple, les NPs de titane agissent sur la

plasticité synaptique et le taux de dopamine lors d'une exposition prénatale (Takahashi et al.

2010, Gaoetal. 2011). Les NPs d'oxyde de zinc alterent l'activité de nombreux canaux ioniques

voltage dépendants (pour revue (Yang et al. 2010)), contribuant ainsi a modifier I'amplitude

des potentiels d'action, en facilitant par exemple la récupération de I'inactivation des canaux
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sodiques du potentiel d’action et I'amplitude maximale de ce courant, modifiant ainsi

['excitabilité cellulaire (Zhao et al. 2009).
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Obijectifs de la these

Les objectifs de ce travail doctoral sont centrés sur les effets potentiellement

neurotoxiques que pourraient induire les NPs d'oxyde de zinc (ZnO) au cours de la période

périnatale sur les réseaux de neurones, en particulier ceux engagés dans les fonctions

respiratoires et locomotrices. Les expériences ont été menées sur des préparations de tissu

nerveux isolé ex vivo de rat nouveau-né, mais également in vivo sur des femelles gestantes.

Une combinaison d’approches électrophysiologique, pharmacologique, toxicologique,

pléthysmographique et neuroanatomique a été développée pour répondre aux questions

suivantes:

o

o

Concernant les caractéristiques des NPs ZnO:
1) Quelles sont la forme et la taille moyenne des NPs ZnO utilisées ?
2) Ces particules sont-elles capables de se dissocier dans le milieu de survie utilisé pour
les préparations réduites de systéme nerveux central ?
3) Si oui, la quantité de zinc libre issue des NPs est-elle suffisante pour induire un effet sur

le systéme nerveux ?

Concernant la neurotoxicité potentielle d’une exposition aigiie aux NPs ZnO sur

I’activité du réseau respiratoire central au cours de la période postnatale :

o

1) Quels sont les parametres (fréquence, durée de survie, amplitude des bouffées) de
I'activité respiratoire fictive générée par les préparations de systeme nerveux central isolé
ex vivo de rat nouveau-né (tronc cérébral/moelle épiniére, tranche de bulbe rachidien) ?
2) Quels sont les effets d’'une exposition aiglie aux NPs ZnO sur cette activité respiratoire
fictive ?

3) Quels éléments du réseau respiratoire central sont les cibles préférentielles des NPs
Zn0?

4) Par quels mécanismes neuronaux se manifestent les effets des NPs ZnO ?

Concernant la neurotoxicité potentielle d’une exposition chronique aux NPs ZnO

durant la gestation sur la fonction respiratoire centrale postnatale:

1) Les NPs ZnO ont-elles un (ou des) effet(s) sur la gestation et le développement des

animaux ?

| 63



2) Quels sont les dysfonctionnements respiratoires chez les nouveau-nés que peut
entrainer I'exposition chronique des feetus de rats aux NPs ZnO (via la transmission

verticale materno-fcetale) ?

o) Concernant la neurotoxicité potentielle d’'une exposition aigiie aux NPs ZnO sur
I’activité du réseau locomoteur lors de la période postnatale :
1) Quels sont les parameétres d'une activité locomotrice fictive ex vivo ?
2) Quelles modifications de ces parameétres peut engendrer I'application aiglie de

NPs ZnO ?
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Matériels et Méthodes




Animaux

Les rats Sprague-Dawley, agés de 0 a 5 jours postnataux (PO a P5) et utilisés pour ce travail
de theése, ont été élevés au sein du laboratoire (Autorisation : B33-063-269). Toutes les
expériences ont été menées conformément aux directives Européennes ainsi qu'a celles du

comité d'éthique de I'Université de Bordeaux (Autorisation n°2016012716035722).

Expériences ex vivo

Préparation de tronc cérébral/moelle épiniére isolés de rat nouveau-né

Un modeéle de référence pour I'étude des réseaux moteurs

Une partie de cette étude a été menée sur des préparations de tronc cérébral/moelle
épiniere isolés ex vivo de rats nouveau-nés agés de 0 a 5 jours. Cette préparation présente
plusieurs avantages notables. En effet, elle peut é&tre maintenue en survie pendant plusieurs
heures (jusqu'a plus de 10h), grace a la perfusion continue de liquide céphalo-rachidien
artificiel (LCRa). Ceci est rendu possible par la myélinisation incompléte des neurones et la
faible épaisseur du tissu a cet age, rendant accessibles les cellules aux différentes substances
ajoutées au milieu, que ce soit des substances neuroactives permettant l'induction d'une

activité locomotrice (Cazalets et al. 1992), ou d’autres dont on souhaite étudier I'éventuelle

toxicité. De nombreux réseaux neuronaux étant préservés dans cette préparation (en
particulier les réseaux respiratoires et locomoteurs), leur étude reste possible par différente
approches mélant I'électrophysiologie (extracellulaire, patch-clamp...), la pharmacologie (les
substances testées pouvant étre appliquées sur une partie ou sur la totalité du systéme

nerveux), ou encore des approches anatomiques.

Utilisée depuis les années 70, cette préparation de moelle épiniére isolée ex vivo fut

initialement développée pour I'étude des réflexes spinaux (Vaughn et Grieshaber 1973, Saito

1979). Mais la premiere description des potentialités de cette préparation en regard de
I’étude des réseaux centraux respiratoires fut apportée par Suzue dans une publication
princeps éditée par The Journal Of Physiology (London) (Suzue 1984). L'auteur montre alors
les capacités de rythmogeneése respiratoire spontanée sur tissu nerveux isolé et qualifie ces
activités de respiration fictive en raison de I'absence de tout mouvement ventilatoire. Ce

travail pionnier a permis par la suite a de nombreux groupes de recherche de s’intéresser en
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particulier aux neurones responsables de la rythmogenese respiratoire afin notamment

d’identifier leur organisation et leurs propriétés au sein du tronc cérébral (Onimaru et al. 1987,

Onimaru et al. 1988, Arata et al. 1990, Hilaire et al. 1990, Feldman et al. 1991, Smith et al.

1991, Onimaru et Homma 1992, Onimaru et al. 1992, Smith et al. 1992).

Il est également important de noter que dans la foulée des travaux princeps de Suzue
(1984), le groupe de Jack Feldman (UCLA, USA), plus connu pour ses nombreuses études
ultérieures sur le fonctionnement et I'organisation des centres respiratoires ainsi que sur la
neuromodulation de cette activité, est le premier a décrire les possibilités offertes par cette
préparation pour I'étude des réseaux moteurs spinaux engagés dans la production d’activité

rythmiques alternées a caractére locomoteur (Smith et Feldman 1987, Smith et al. 1988). Par

la suite, de nombreuses études sur la fonction locomotrice ont permis notamment de préciser
la localisation des centres spinaux responsables de I'organisation et du maintien du rythme

locomoteur chez les mammiféres (Cazalets et al. 1995, Kjaerulff et Kiehn 1996).

Si ce type de préparation offre plusieurs avantages expérimentaux, il est important
d’évoquer aussi quelles en sont ses limites. Pour rappel, ces préparations sont extraites de
rats nouveau-nés et donc par définition immatures. Les observations effectuées ne pourraient
alors n'étre qu'un reflet de I'immaturité de ces réseaux de neurones (faible myélinisation, mise
en place incomplete des réseaux). De plus, la préparation étant relativement réduite,
I'absence de retour sensoriel et de l'influence des centres supérieurs ne permet pas une
approche totalement intégrative des activités générées soit par les centres respiratoires soit
par les générateurs locomoteurs. Néanmoins, la présence d'une activité rythmique spontanée
pour la respiration et d'une activité pharmacologiquement induite pour la locomotion permet
d’aborder le concept de rythmogeneése centrale pour des fonctions hautement vitales sur des

modeles d’études de mammiféeres tels que le rat ou la souris en période périnatale.

La préparation tronc cérébral/moelle épiniére ex vivo
Les rats nouveau-nés agés de 0 a 5 jours sont d'abord anesthésiés a l'isoflurane, 4% pendant
7 minutes, puis les animaux sont rapidement décapités. La peau, les muscles et le tissu adipeux
du dos sont retirés, puis I'animal est placé dans une chambre de dissection remplie de LCRa a
température ambiante et oxygéné continuellement (carbogene: 95% 02; 5% CO;). Sous
contréle binoculaire, une section des os du crane ainsi qu'une laminectomie compléte sont

réalisées. Les racines ventrales et dorsales sont alors sectionnées le plus distalement possible
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du tissu, permettant ainsi de récupérer I'ensemble tronc cérébral/moelle épiniére. Cette
préparation est alors transférée dans une cuve d'enregistrement remplie de LCRa
(température ambiante) et dont le fond est recouvert de Sylgard® 184 (Dow Corning, USA)
permettant sa fixation, face ventrale vers le haut. Afin de permettre une bonne perfusion du
tissu et toujours sous contréle binoculaire, les méninges sont ensuite délicatement retirées.
Les différentes racines motrices d'intérét sont identifiées par comptage rostro-caudal a partir
de la premiére racine cervical (C1 a C8), permettant l'identification des racines thoraciques

(T1aT13) lombaires (L1 a L6), sacrées (S1 a S4) et coccygiennes (Cocl a Coc4).

Barrieres
Lors de certaines expériences, une barriere étanche de Vaseline a pu étre mise en place
afin de séparer la cuve d'enregistrement en deux compartiments distincts. Ceci permet
d'appliquer des solutions de composition différentes (par exemple contenant des
nanoparticules ou non) sur des régions précises de la préparation. Aprés chaque expérience,
I'étanchéité de la barriére est testée par ajout de colorant (bleu de méthylene) dans I'un des
compartiments. Si une fuite est décelée (passage du colorant d’'un compartiment a |'autre),

les données de |'expérience sont systématiquement écartées de |'analyse.

Préparation de tranches de tronc cérébral contenant le préBétC

Une préparation de choix pour I'étude des neurones respiratoires

Une partie de l'étude a été menée a partir de tranches de tronc cérébral dont la
particularité est de conserver intact le générateur du rythme inspiratoire, le complexe pré-
Botzinger. Cette préparation présente ainsi l'avantage de faciliter I'accés aux structures
générant l'activité inspiratoire centrale et a ses constituants. En effet, les neurones
inspiratoires sont directement accessibles a la surface du tissu, permettant plus "aisément"
des approches d'électrophysiologie intracellulaire tel que le patch-clamp. A linstar des
préparations de tronc cérébral/moelle épiniére isolée, ces tranches conservent spontanément

une activité rythmique d’origine inspiratoire (Smith et al. 1991, Ramirez et al. 1996) et ont

permis des avancées majeures dans la compréhension du fonctionnement intime des centres

respiratoires chez les mammiféres nouveau-nés (pour revue, voir (Ramirez et Richter 1996)

(Smith et al. 2009, Ramirez et al. 2012)).
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Préparation des tranches de tronc cérébral a partir de rat nouveau-né

Les rats nouveau-nés agés de 0 a 5 jours sont d'abord anesthésiés a l'isoflurane, 4% pendant
7 minutes, puis les animaux sont décapités au niveau spinal C3-C4. Apres résection de la peau
et des os du crane, le cerveau et la partie supérieure de la moelle épiniére sont isolés dans du
LCRa glacé et oxygéné (carbogene : 95% O;; 5% CO;). Une fois la transsection réalisée au
niveau du colliculus inférieur, le cervelet est retiré afin d'isoler le tronc cérébral. Ce dernier
est alors collé au cyanoacrylate sur un bloc d'agar, la partie rostrale vers le haut et la partie
caudale vers le bas. Le tout est ensuite monté dans un vibratome (Leica VT100S). Une série de
tranches de 220 um d'épaisseur est effectuée dans le sens rostro-caudal jusqu'a atteindre la
limite postérieure du noyau facial et la limite antérieure du noyau ambigu. Une derniere
tranche de 550 um, contenant le complexe pré-Botzinger est alors effectuée, puis transférée

vers la cuve d'enregistrement continuellement perfusée par du LCRa maintenu a 30°C.

Milieux et solutions

Le liquide céphalo-rachidien artificiel (LCRa)

Afin de maintenir le tissu nerveux en survie, plusieurs milieux ont été utilisés lors de ces
expériences. Chacun d'entre eux se veut trés proche du liquide céphalo-rachidien naturel,
mais des ajustements de la composition ont néanmoins été nécessaires. Ainsi, pour I'étude de
I'activité respiratoire sur préparation tronc cérébral/moelle épiniére, la composition du LCRa
est la suivante (en mM): 125 NacCl; 3,35 KCl; 0,58 NaH,PO4; 1,26 CaCl,; 1,15 MgCl,; 21
NaHCOs ; 30 D-glucose. Pour les expériences sur les tranches de tronc cérébral, la composition
du liquide est (en mM): 120 NaCl ; 8 KCI ; 1,26 CaCl; ; 1,5 MgCl, ; 21 NaHCOs ; 0,58 NaH2PO4 ;
30 D-glucose. Enfin, pour les enregistrements de |'activité locomotrice sur préparation tronc
cérébral/moelle épiniére, la composition du LCRa est (en mM): 130 NaCl ; 3 KCI ; 2,5 CaCly ;
1,3 MgS04; 25 NaHCOs; 0,58 NaH;PO4; 10 D-glucose. Dans tous les cas de figure, apres
bullage au carbogéne (95% 0,/5% CO), le pH est systématiquement ajusté a 7,4. Ce milieu de
survie étant continuellement appliqué dans la cuve d'enregistrement a l'aide d'une pompe

péristaltique (Gilson, 4 a 6 ml/min).

| 69



Cocktail pharmacologique NMDA/5-HT

Afin d'induire des épisodes de locomotion fictive lors des expériences sur préparation tronc
cérébral/moelle épiniére, un mélange constitué de N-methyl-D-aspartate (7,5 uM ; NMDA ;
AbCam) et de sérotonine (15uM ; 5-HT ; Sigma-Aldrich) a été appliqué sur la préparation par

ajout dans le milieu de survie (Cazalets et al. 1992). Le liquide étant renouvelé par une pompe

péristaltique, un délai de 5 minutes est systématiquement observé entre le début de
I'application des substances neuroactives et I'observation de leurs effets. Il s'agit la du temps
nécessaire pour que le LCRa soit totalement remplacé dans la cuve par celui contenant les
substances d’intérét. Apres une application pouvant durer 15 a 20 minutes, le LCRa normal
est de nouveau perfusé dans la cuve afin de mettre fin a I'épisode de locomotion fictive (étape

de "rincage").

Nanoparticules d'oxyde de zinc

Afin de déterminer I'effet des NPs ZnO, différentes concentrations ont été utilisées que ce
soit sur les préparations exvivo (1;2;5; 10 ; 25 et 50 ug/mL) ou lors de I'exposition chronique
d'animaux (20 et 40 mg/kg). Ces concentrations ont été préparées a partir d'une suspension
commerciale de NPs ZnO a 0,5 g/mL (Sigma-Aldrich) diluée dans de I'eau distillée pour les
expériences ex vivo ou dans une solution physiologique saline injectable (NaCl 0,9%) pour

I'exposition chronique in vivo.

Electrophysiologie

Que ce soit sur la préparation de tronc cérébral/moelle épiniere ou sur la préparation de
tranche de tronc cérébral, I'activité électrique des neurones a été enregistrée par des
approches dites extracellulaires. Sur préparation de tronc cérébral/moelle épiniére, les
activités motrices de type locomoteur ou de type respiratoire ont été enregistrées au niveau
des racines spinales motrices (ventrales). Sur la préparation de tranche de tronc cérébral,
I'activité du préBotC a été enregistrée directement a la surface de la tranche pour Il'activité
globale du complexe, parfois couplée a I'enregistrement intracellulaire de I'activité de ses

neurones.
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Figure 18: Représentation schématique du dispositif expérimental ex vivo

Les préparations de tissu sont maintenues en survie dans un liquide cephalo-rachidien artificiel
bullé au carbogéne (95% 02/5% CO2) et perfusé en continu par une pompe péristaltique dans la
cuve d'enregistrement. Le signal des électrodes est amplifié, puis digitalisé afin d'étre visualisé,

stocké puis analysé sur un ordinateur.



Enregistrements extracellulaires

Les activités bioélectriques des différentes racines d'intérét sur la préparation de tronc
cérébral/moelle épiniére isolée ex vivo ont été enregistrées avec des électrodes de succion.
Elles sont fabriquées a partir de capillaires en verre (diametre 1,5mm, borosilicate, Harvard
Apparatus) a l'aide d'une étireuse verticale (Narishige). L'extrémité de |'électrode est alors
taillée au diamétre de la racine a enregistrer a l'aide d'une pointe diamantée (EMS).
L'électrode est ensuite montée sur un micromanipulateur (Narishige) puis remplie de LCRa par
aspiration a l'aide d'une seringue. Son extrémité est ensuite approchée de la racine d'intérét,

qui sera alors délicatement aspirée dans I'électrode (Figure 18).

Concernant les enregistrements extracellulaires sur les tranches de préBotC, des électrodes
de verres ont été fabriquées de la méme maniere que précédemment. Toutefois,
I'enregistrement de |'activité du préBotC nécessite I'obtention d'une électrode d'un diametre
proche de celui du complexe, ainsi qu'un angle de la pointe permettant d'apposer
délicatement I'électrode a la surface de la tranche. De nouveau, I'électrode est remplie de

LCRa par aspiration, avant son apposition sur le tissu.

Dans les deux cas, le signal électrique acquis a une fréquence de 3 kHz est amplifié (x10
000), filtré (passe-haut 100Hz, passe-bas 1kHz, AM Systems 1700), digitalisé (CED micro1401

mk Il) afin d'étre visualisé puis enregistré sur ordinateur via le logiciel Spike2 (CED).

Enregistrement intracellulaire "Patch-Clamp"

L'enregistrement intracellulaire des neurones du préBotC a été effectué a l'aveugle, c'est-
a-dire en I'absence de visualisation des neurones au travers d'un microscope. Pour cela, des
microélectrodes d'environ 4MQ sont étirées (P97, Sutter Instrument) a partir de capillaires de
verre (1,2mm de diamétre, borosilicate, WPI), puis remplies d'une solution intracellulaire de
composition (en mM): 140 potassium D-gluconate ; 1 CaCl,-6H,O; 10 EGTA; 2 MgCly; 4
Na2ATP ; 10 HEPES ; et 0,1% biocytine ; pH ajusté a 7,2. Elles sont ensuite montées sur un
micromanipulateur (Luigs and Neumann) pour étre plongées dans le liquide puis dans le tissu.
Des créneaux de courant hyperpolarisant injectés rythmiquement dans ['électrode
permettent une mesure de la résistance du tissu et donc d'estimer la proximité des neurones,
indiquée également par la présence d'activités électriques. Une |égére aspiration suffira alors

a coller et ouvrir le neurone, ce retrouvant ainsi en configuration "cellule entiere".
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Figure 19: Marquage immunohistochimique du complexe pre-Botzinger

La révélation du complexe pre-Botzinger (preBotC) sur une tranche de tronc cérébral
(schématisée en A; le rectangle blanc indiquant la zone visible en B a plus fort grossisement)
nécessite deux marquages. Le premier marque la choline acétyl-transférase (ChAT) en vert (en haut
agauche), permettant de révéler les neurones du noyau ambigu (NA). Le second met en avant les
neurones exprimant la substance P via un marquage du récepteur a la neurokinine 1 (Nk1R) en
rouge, révélant les neurones du NA et du preBotC (en bas a gauche). La superposition des deux
images permet révéler le preBotC, ce dernier étant marqué uniquement en rouge (Nk1R). Clichés
réalisés sur un microscope a épifluorescence.



L'identification des neurones respiratoires est faite par la présence d'une bouffée de
potentiels d'action dans le neurone, générée en synchronie avec celle du préBotC (activité
extracellulaire). De nouveau, le signal acquis a une fréquence de 10kHz est amplifié et filtré
(Multiclamp700B, Axon Instruments), digitalisé (Digidata 1550B, Axon Instrument), visualisé

et enregistré sur ordinateur (pClamp10, Axon Instrument) pour analyse ultérieure.

Techniques neuroanatomiques

Suite aux enregistrements électrophysiologiques sur tranches de tronc cérébral, des
marquages immuno-histochimiques ont été réalisés afin de visualiser le préBotC, mais
également I'emplacement des neurones enregistrés en patch-clamp, grace a la biocytine

contenue dans la microélectrode d'enregistrement.

Pour révéler le préBotC, deux marquages sont nécessaires (Figure 19). Le premier
marquage de la choline acétyltransférase (ChAT) permet de révéler les motoneurones
contenus dans le noyau ambigu (NA). Le second marquage des récepteurs a la neurokinine 1
(NK1R) permet d'identifier les récepteurs a la substance P, que I'on retrouve a la fois dans le
NA et dans le préBotC. Ce dernier sera donc marqué par le NK1R, mais pas par la ChAT,

permettant ainsi de révéler sa localisation.

Les tranches de tronc cérébral contenant le préBotC sont alors fixées par immersion dans
le paraformaldéhyde (PFA a 4% ; 4°C pendant 2h), rincées dans du PBS-sucrose (sucrose a
20% ; a 4°C pendant 12h) puis congelées dans l'isopentane (-43°C). La préparation est alors
recoupée en tranches de 30um dans un cryostat, rincées de maniere répétée dans le PBS
(10min, 3 fois), saturées dans un mélange PBS/triton (0,3% ; BSA 1%) pendant 1h30, puis
incubées toute la nuit a température ambiante avec les anticorps primaires anti-NK1R lapin
(1:20000, Millipore) et anti-ChAT chevre (1:100, Millipore). Les tranches sont de nouveau
rincées dans le PBS (15min, 3 fois) puis incubées pendant une heure avec les anticorps
secondaires ane anti-lapin (Alexa 568, 1:500), ane anti-chévre (Alexa 647, 1:300) et
streptavidine-fluoresceine (Alexa 488, 1:300). Enfin, aprés un dernier rincage dans le PBS
(15min, 3 fois), les tranches sont montées entre lames et lamelles dans du Vectashield® Hard
Set afin de permettre leur observation et acquisition sous microscope confocal (Olympus FV5-
102). Les images sont ensuite assemblées et corrigées dans les logiciels Olympus Fluoview,

Adobe Photoshop et Adobe lllustrator.
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Figure 20: Représentation schématique du dispositif expérimental de pléthysmographie
L'activité respiratoire de I'animal placé dans la chambre d'enregistrement est mesurée via un
capteur de pression, mesurant également les conditions atmosphériques dans la chambre de
référence (les deux étant indépendantes). Le signal est ensuite envoyé a une interface
d’acquisition puis a un ordinateur pour la visuallisation, le stockage et I'analyse des données. Par
convention, les inspirations sont représentées par des valeurs négatives (en bleu) et les
expirations par des valeurs positives (en rouge). Enfin, une pompe a débit stabilisé permet le
renouvellement de l'air dans la chambre d'enregistrement, assurant le maintien du taux
d'oxygéne, d’humidité et de la température a l'intérieur de celle-ci.



Expériences in vivo

Exposition chronique aux NPs ZnO au cours de la gestation

Afin d'étudier I'effet des nanoparticules sur le développement et la mise en place des
réseaux moteurs, des expériences d'exposition chronique aux NPs de rattes gestantes ont été
effectuées. Pour cela, dans les locaux de I'animalerie du laboratoire, des femelles sont isolées
apres accouplement puis partagées en trois groupes. Afin de s'assurer des meilleures chances
possibles d'accouplement, les femelles subissent un frottis vaginal a I'aide d'un coton tige.
Apres étalement du contenu du frottis sur une lame de microscope, I'observation de cellules
épithéliales cornifiées permet d'identifier que la femelle est en période d'cestrus et donc apte
a l'accouplement. Le premier groupe dit "Sham" recoit des injections intrapéritonéales (IP) de
sérum physiologique (NaCl 0,9% injectable). Ce groupe permet de s'assurer, lors de la
comparaison des résultats, que les effets éventuels soient bien dus aux NPs et non résultants
de l'injection seule (effet du stress de la manipulation par exemple). Le second groupe recoit
quant a lui une dose de NP ZnO de 20 mg/kg, et le troisieme de 40 mg/kg. Dans les 3 groupes,
la dose est adaptée au poids de I'animal: pour un méme poids, le méme volume de liquide est
injecté (entre 0,8 et 1,3 mL), et ce quel que soit le groupe expérimental. Enfin, I'injection est
répétée aux 1, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 17 et 19°™¢ jours de gestation, cette derniére étant en

moyenne de 21 jours chez le rat Sprague-Dawley.

Enregistrements pléthysmographiques

A la suite des injections, |'activité ventilatoire des rats nouveau-nés a été évaluée in vivo
sur animal se comportant normalement grace a I'utilisation de la pléthysmographie (Figure
20). Cet appareil se présente sous la forme d'un dispositif comportant deux chambres
indépendantes l'une de l'autre, les deux chambres étant reliées a un capteur de pression
différentiel. La premiéere permet de mesurer la pression atmosphérique tout en amortissant,
et donc limitant, les perturbations locales de pression (liées au courant d'air par exemple) qui
pourraient perturber les enregistrements. L'animal est quant a lui placé dans la seconde
chambre, dont I'air est renouvelé en permanence par une pompe réglée a un débit constant
de 0,8 L/min. Le débit doit étre parfaitement stabilisé, le renouvellement d'air permettant
ainsi d'enregistrer 'activité ventilatoire des animaux pendant 10 minutes sans risque pour leur

survie (anoxie ou hypercapnie sévére), mais également d'éviter une élévation de la
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température et de I'humidité dans la chambre qui pourrait perturber la qualité des

enregistrements.

La pléthysmographie permet de quantifier les rythmes et volumes respiratoires. Apres
acquisition du signal par I'ordinateur via une interface analogique/digitale a une fréquence de
1KHz, le logiciel (IOX, Emka) soustrait la pression atmosphérique a celle de la chambre
d'enregistrement, puis calcule le volume d'air inspiré ou expiré par |I'animal. Par convention,
les inspirations sont représentées par des volumes négatifs, les expirations par des volumes
positifs. L'injection d'un volume d'air connu dans la chambre de I'animal (en I'absence de celui-

ci) a I'aide d'une seringue (10 mL) permet de calibrer I'appareil avant chaque expérience.

Caractérisation des nanoparticules

Microscopie électronique en transmission

Afin de déterminer les caractéristiques des NP ZnO contenues dans la solution utilisée, un
échantillon de la suspension commerciale (Sigma Aldrich) est dilué 10 fois, puis une goutte est
déposée sur un film de carbone supporté par une grille en cuivre. L'excédent de liquide est
alors éliminé a I'aide d'un papier filtre et la grille est disposée dans un microscope électronique
en transmission (Hitachi H-600). Les clichés obtenus sont alors analysés pour déterminer la

taille et la forme des NPs en présence.

Spectrométre d'absorption atomique a flamme

Dans le but de quantifier la concentration de zinc libre (Zn?*) possiblement relargué par les
NP ZnO, du LCRa (bullé au carbogéne, chauffé a 30°C) contenant différentes concentrations
enNPs(1;2,5;5;10; 25 et 50 pug/mL) est récupéré puis centrifugé (10 000 rpm pendant 15
min) afin d'éliminer les NPs non dissociées. Le surnageant contenant les ions Zn?* libres est
ensuite analysé par spectrométrie d'absorption atomique a flamme (ThermoFischer iCE™
3300 AAS). Le LCRa seul sans nanoparticule est utilisé comme contréle négatif ("Blanc"). Avant
chaque expérience, une courbe étalon est réalisée a partir de solutions de différentes

concentrations de zinc dissous (0,5;1;2; 3; 4 et 5 mg/L).
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Analyses et statistiques

Activité respiratoire

L'activité extracellulaire, que ce soit sur tronc cérébral/moelle épiniére isolé ou sur
tranches, est effectuée a partir des tracés intégrés, c'est-a-dire rectifiés (mise en valeur
absolue) et intégrés ("Smooth", T = 0,2 sec) a l'aide du logiciel Spike2 (CED). Exportées dans
Excel 2016 (Microsoft), I'analyse des valeurs de fréquence, de durée et d'amplitude

respiratoire est réalisée.

Concernant l'activité intracellulaire des neurones du préBo6tC, I'analyse des données issues
de pClamp 10 (Axon), a savoir la valeur du potentiel de membrane au repos et au cours de
I'exposition aux NPs ZnO, I'excitabilité des neurones (nombre de PAs/sec lors de l'injection
d'un créneau de courant dépolarisant), les propriétés du potentiel d'action (amplitude et
durée) et de la commande inspiratoire (amplitude), est effectuée aprés exportation dans Excel

2016 (Microsoft).

Concernant les données issues de la pléthysmographie, I'analyse de la fréquence et des
pauses respiratoires est effectuée de la méme maniére que pour l'activité extracellulaire, mais
apres exportation des données de I0OX (Emka), vers Spike2 (CED) pour la détection des

événements, puis analyse dans Excel 2016 (Microsoft).

Activité locomotrice

Cette activité possede deux caractéristiques principales: la période du cycle locomoteur
(fictif), c'est-a-dire le délai entre deux bouffées d’'une méme racine, et les relations de phases
représentant le délai normalisé (alternance vs synchronie) entre les activités de deux racines
motrices (e.g. flexion vs extension, gauche vs droite). Dans chaque condition expérimentale,
60 secondes de |'enregistrement sont extraites aléatoirement des épisodes de locomotion
fictive. Les enregistrements sont ensuite filtrés (passe-haut 50Hz, passe-bas 5kHz), rectifiés et
intégrés avant d'étre analysés a l'aide d'un programme Matlab (Mathworks) développé au
sein du laboratoire. Ce dernier calcule la période du cycle locomoteur et les relations de phase
en se basant sur la détection du début de la bouffée. Par convention, l'une des racines
lombaire L2 est toujours utilisée comme référence pour ces calculs (détection du début des

bouffées, du cycle et donc de la période locomotrice). La valeur de phase, comprise entre 0 et
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1, est obtenue en effectuant le rapport délai/période locomotrice, comme représenté sur le
schéma. A la maniére d’une horloge, une valeur proche de 0 ou de 1 signifie que les deux
activités sont synchrones, une valeur proche de 0,5 indique que les deux activités sont

alternées. Ces relations sont ensuite représentées sous forme circulaire (Matlab).

Statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SigmaPlot 11 (Systat). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. Pour comparer la moyenne entre deux groupes,
un t-test de Student ou un test de Mann-Whitey pour les distributions non-normales ont été
utilisés. Pour comparer plus de 2 groupes, une ANOVA suivie d'un test post-hoc de Tukey ou
une ANOVA on ranks (test de Kruskal Wallis) suivi d'un test post-hoc de Dunn ont été réalisés.
La comparaison de parameétres avant/aprés application d'une substance ou de NPs est
effectuée a l'aide d'un t-test de Student dit pairé, ou un test de Wilcoxon pour les distributions
non normales. La différence est considérée statistiquement significative pour une valeur de p

inférieure a 0,05.
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Chapitre I: Caractérisation des nanoparticules
d'oxyde de zinc

Résumé

Les nanoparticules peuvent avoir des formes, des tailles et des compositions différentes.
En fonction de ces parametres, leurs propriétés physico-chimiques et donc leurs effets
notamment sur les tissus biologiques peuvent étre multiples. Afin de caractériser les NPs ZnO
utilisées dans nos études, la microscopie électronique a transmission a été couplée a la
spectrométrie d'absorption de masse. Les résultats montrent que les NPs ZnO sont de forme
plutdt sphérique, et posseédent une taille moyenne de 34+2 nm. De plus, une fraction de NPs
se décompose en ions zinc libres dont la concentration, comprise entre 8 et 32 uM n'excéde

jamais celles connues pour déclencher des effets biologiques.

Introduction

Compte tenu de leur diversité, les nanoparticules se distinguent par leurs formes
(arrondies, tubulaires...), leur composition (argent, carbone, cuivre, silice, titane, zinc...) et leur
taille (pour revue (Bhatia 2016)). Ces multiples différences leur conférent par conséquent des
propriétés particulieres telles que par exemple des propriétés antibactériennes (pour I'argent

ou le zinc (Wang et al. 2017)) ou encore anti-UV (pour le titane ou le zinc (Smijs et Pavel 2011)).

Une simple variation de sa taille peut suffire a modifier la distribution (Wang et al. 2007) ou

I'efficacité (Raghupathi et al. 2011) d'une nanoparticule. C'est pourquoi il est nécessaire de

caractériser précisément le type, la taille et la forme des NPs utilisées. Compte tenu de leurs
effets déléteres précédemment rapportés par différents auteurs, sur les conductances

ioniques (Zhao et al. 2009), sur l'activité neuronales (Valdiglesias et al. 2013) ou sur le

comportement (Han et al. 2011) et de leur présence dans divers produits de notre quotidien

(Vaseem 2010), nous avons centré notre étude sur les nanoparticules d'oxyde de zinc (NPs

Zn0). Se présentant le plus souvent sous forme de suspension, les NPs ZnO sont connues pour
étre pratiguement insolubles dans I'eau, mais capable de relarguer une fraction non

négligeable d'ions zinc (jusqu'a 10%, (Reed et al. 2012)) qui, méme en tres faible

concentration, pourraient avoir un effet au niveau biologique.
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Le but de ce travail vise a caractériser les nanoparticules utilisées dans cette étude. Pour
cela, nous avons combiné deux techniques telles que la microscopie électronique en
transmission pour |'observation de la morphologie des NPs ZnO, et la spectrométrie
d'absorption atomique de flamme pour mesurer la quantité d'ions zinc dissous issus de ces

NPs.

Matériels et Méthodes

La microscopie électronique en transmission (MET) permet la caractérisation de la forme
et de la taille des NPs par détection des électrons transmis par I'échantillon placé sur le
support. Les NPs ZnO étant métalliques, leur observation ne nécessite pas I'emploi de produit

contrastant.

La spectrométrie d'absorption atomique a flamme (AAS-F) permet quant a elle la détection
et la mesure de la concentration de zinc d'un échantillon. Les NPs étant restées dans le culot
lors de la centrifugation, seule la concentration en zinc libre est mesurée. Pour cela,
I'échantillon est aérosolisé avant de passer dans une flamme oxyacétylénique (=2300°C). Le
changement d'absorbance de la flamme lors du passage de I'échantillon permet la mesure de

la concentration par comparaison avec une courbe étalon préalablement déterminée.

L'ensemble des protocoles est détaillé dans le chapitre "Matériels et Méthodes" général

(page 74).
Résultats

Nanoparticules d'oxyde de zinc: forme et taille
Afin de déterminer la forme et la taille des NPs ZnO, une dilution au 1/10™¢ de la solution
mere est réalisée puis des clichés sont effectués en MET. Sur ces derniers, nous avons observé
gue les NPs ZnO présentent une forme plutdt sphérique, et peuvent s'agréger entre-elles
(Figure 21A). Aprés quantification, nous observons un diamétre compris entre 6 et 89 nm,

avec une moyenne a 3412 nm, en accord avec la fiche technique du fabriquant (<40 nm).

Mesure de la quantité d'ions zinc relarguée par les nanoparticules
La possible décomposition chimique des NPs ZnO pourrait contribuer a I'augmentation de
la concentration d'ions zinc libre (Zn?*) dans la solution saline utilisée dans nos expériences.

Afin de tester cette possibilité, nous avons utilisé la spectrométrie d'absorption atomique de
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Figure 21: Caractérisation des NPs ZnO et quantification des concentrations en ions Zn**
relargués

(A) Distribution de la taille des NPs ZnO, et microphotographie au microscope életronique en
transmission (Insert)

(B) Diagramme en batons montrant la décomposition en ions Zn?** en fonction de la
concentration en NPs ZnO.

(C) Diagramme en batons des concentrations en ions Zn?* relargués pour chaque concentration
en NPs ZnO. Valeurs en moyenne + SEM.

(D) Courbe représentant le ratio Zn**/NPs ZnO en fonction de la concentration en NPs ZnO.



flamme pour déterminer la concentration en Zn?* dans les surnageants suite a la
centrifugation des différentes solutions de LCRa contenant les nanoparticules. Une
augmentation de la concentration dose-dépendante en Zn?* a pu étre détectée pour les
solutions salines oxygénées contenant 1 a 50 ug/mL de NPs ZnO (Figure 21B). La concentration
en Zn** mesurée était comprise entre 0,5 et 2,1 ug/mL, c’est-a-dire entre 8 et 32 uM (Figure
21C). Malgré cette corrélation positive entre la concentration en NPs ZnO et en Zn?*, le ratio
Zn**/NPs ZnO diminue avec l'augmentation de la concentration en nanoparticules, pour se
stabiliser aux alentours de 4% a 50 pg/mL de NPs ZnO (Figure 21D). Ces données montrent
gue, dans nos conditions expérimentales, seulement une fraction tres limitée de la suspension

de NPs ZnO se décompose en zinc libre.

Discussion

Taille des nanoparticules: un facteur essentiel
Etudier les effets des NPs sur le systéme nerveux central (SNC) nécessite de s’interroger sur
les mécanismes de translocation de ces particules potentiellement impliqués dans leur
accumulation au sein des régions cérébrales. Il a déja été rapporté que les NPs inhalées
pouvaient rejoindre le SNC en traversant la barriére épithéliale et alvéolo-capillaire le long de
I'arbre respiratoire, mais également en empruntant le mode de transport rétrograde axonal

le long des nerfs olfactif, trijumeau et vague (Oberdorster et al. 2009, Kreyling 2016). Il est

maintenant admis que le taux et I'étendue de la translocation des NPs dans I'organisme
dépend fortement de plusieurs facteurs, et notamment leur forme ou leur taille. Par exemple,
les nanoparticules comprises entre 20 et 30 nm sont connues pour induire une forte

perturbation de la barriere hémato-encéphalique (BHE) chez le rat (Sharma et al. 2013). De

plus, plusieurs études menées chez les rongeurs ont montré que la translocation des
nanoparticules du tractus respiratoire vers d’autres organes tels que le cerveau, est facilitée
pour des particules ayant une taille comprise entre 30 et 100 nm, et ce pour plusieurs types

de NPs : carbone (Oberdorster et al. 2004), or (Yu et al. 2007), oxyde de manganese (Elder et

al. 2006), dioxyde de titane (Wang et al. 2008) et oxyde de zinc (Kao et al. 2012, Cho et al.

2013). Sur cette base, nous pouvons donc raisonnablement penser que lors d'une exposition
chronique par inhalation, les NPs ZnO utilisées dans cette étude pourraient étre capables de

rejoindre différentes régions du SNC.
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Concernant l'impact potentiel des nanoparticules sur le systéme nerveux, plusieurs études
ont montré que les neurones exposés présentent des dommages cellulaires pouvant affecter

les fonctions cérébrales. Par exemple, le nano-oxyde de cuivre (An et al. 2012), le dioxyde de

silicone (Sun et al. 2016), et les NPs ZnO (Han et al. 2011) sont capables d'induire des

changements sur la potentialisation a long terme hippocampique lors de I'exposition de rats,
associés a une réduction significative dans I'apprentissage et la mémoire due a des altérations
de la plasticité synaptique. De la méme manieére, le nano-dioxyde de manganése provoque un
dysfonctionnement des neurones dopaminergiques chez les rats traités, conduisant a

I'altération des capacités d'apprentissage spatial (Li et al. 2014).

Réle et implication du zinc libre
Le zinc est naturellement retrouvé dans |'organisme dans la mesure ou il est impliqué dans
plusieurs processus cellulaires. Il est par exemple nécessaire a la fonction catalytique de
certaines enzymes, dans la conformation et la stabilisation de protéines, mais aussi dans

certains processus de transcription (Coleman 1992). Au niveau du systéme nerveux central, le

zinc est retrouvé dans certaines régions cérébrales comme I'hippocampe, le néocortex,

I'hypothalamus, I'amygdale ou encore le bulbe olfactif (Ono et Cherian 1999). Présent dans

les vésicules synaptiques de certains neurones, via la pompe spécifique ZnT-3 (Palmiter et al.

1996), le zinc est impliqué dans la modulation de la transmission synaptique. En effet, il est
capable d'agir directement sur certains récepteurs synaptiques qu'ils soient excitateurs
(NMDA, AMPA) ou inhibiteurs (GABA, glycine). Concernant les récepteurs AMPA, |'effet du
zinc est dépendant de sa concentration: une faible concentration (50 a 300 uM) potentialise
les courants médiés par les récepteurs AMPAs alors qu'une concentration plus importante (1

a 3 mM) provoque une inhibition de ces mémes récepteurs (Mayer et al. 1989, Bresink et al.

1996). Néanmoins, une partie de ces récepteurs est insensible au zinc (Lin et al. 2001). Une

concentration de 100 uM de zinc permet de complétement bloquer |'activité neuronale
induite par I'ajout de NMDA ou de glycine sur des cultures de neurones olfactifs de rats

(Trombley et Shepherd 1996) et peut aussi diminuer les courants inhibiteurs portés par les

récepteurs GABAergiques (Smart et al. 1994). Le zinc est également capable d'agir

directement sur certaines conductances ioniques voltage dépendantes. En effet, une
concentration de 50 uM est capable d'inhiber de maniere réversible 85% des conductances

calciques voltage dépendantes (Easaw et al. 1999). Concernant les conductances sodiques
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voltage dépendantes, une faible concentration en zinc libre (0,1 uM) augmente I'amplitude et
les cinétiques d'activation/inactivation du canal, alors qu'une forte concentration (100 uM)

inhibe 33% du courant sodique entrant (Delgado et al. 2006). Enfin, sur les canaux potassiques,

le zinc va décaler les seuils d'activation et d'inactivation de maniére concentration dépendante
(121000 uM), modifiant la cinétique d'ouverture et de fermeture du canal (Bardoni et Belluzzi

1994).

En plus de tous ces réles physiologiques, le zinc libre est aussi connu pour étre impliqué
dans la physiopathologie lors de grave dommages au niveau cérébral, mais aussi dans

certaines maladies neurodégénératives (pour revue, voir (Frederickson et al. 2005)), I'excés

de Zn?* dans les tissus organiques étant reconnu toxique (Choi et Koh 1998). En effet, dans la

maladie d'Alzheimer, le zinc serait responsable de la précipitation de la protéine béta-
amyloide et donc de la formation des plaques amyloides, la concentration en zinc et en

transporteurs spécifiques y étant tres élevée (Zhang et al. 2008a, Braidy et al. 2017). En

oncologie, le taux tissulaire de zinc augmente (sein) ou diminue (prostate, foie, cerveau,
poumon,...) avec le développement de la tumeur, perturbant le fonctionnement cellulaire
mais également certains mécanismes de transcription, pouvant aboutir a des mutations

génétiques provoquant la prolifération des cellules cancéreuses (Hrabeta et al. 2016).

Ainsi, compte tenu de la présence de zinc libre dans nos expériences (voir Chapitre Il, lll et
IV des résultats), on ne peut pas totalement exclure un effet de ces ions. Néanmoins, a notre
connaissance, la cytotoxicité induite par les ions zinc n'a été reportée que pour des
concentrations supérieures a 100 uM. Par exemple, I'exposition des neurones corticaux a 100

UM de Zn?* est suivie d’une perte de 50% de I'ATP intracellulaire (Marin et al. 2000), la mort

de ces neurones n'intervenant qu'a partir de 300 uM (Yokoyama et al. 1986). Une

concentration supérieure a 100 uM va completement inhiber I'ATP de la kinésine, perturbant
trés fortement le transport et donc de nombreux mécanismes cellulaires (Bohm 2017). Dans
les cellules de neuroblastome humain, une diminution significative de la viabilité cellulaire n'a

été observée que pour des concentrations en ions zinc supérieures a 600 uM (Valdiglesias et

al. 2013). Au vu des concentrations mesurées dans nos expériences (32 UM maximum dans le
LCRa), nous pouvons raisonnablement conclure que les effets que pourraient provoquer les
NPs ZnO dans nos expériences ne seraient vraisemblablement pas dus a la présence de zinc

libre.
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Chapitre Il: Effets des NPs ZnO sur |'activité
respiratoire centrale

Résumé

Grace a leur taille extrémement réduite, les nanoparticules sont capables de passer les
différentes barriéres biologiques, dont la barriere hémato-encéphalique, s'accumuler dans
différents organes et pourraient également causer des maladies diverses. Elles peuvent donc
potentiellement s'agréger dans le cerveau et induire des dommages neuronaux. Malgré les
études ayant déja reportées les effets des NPs sur les propriétés bioélectriques des neurones,
leur possible influence sur le fonctionnement d'un réseau neuronal n'a pas été documentée.
Le but de notre travail a donc été d’étudier les effets d'une exposition aiglie aux NPs ZnO sur
les réseaux centraux responsables de la genése du rythme respiratoire chez les mammiféres.
Pour cela, nous avons utilisé des préparations réduites de tronc cérébral/moelle épiniére
isolés ex vivo de rat nouveau-né, dans lesquelles le réseau respiratoire central reste intact.
Nous avons montré que les NPs ZnO accélerent et perturbent fortement I'activité respiratoire
produite par le complexe pre-Botzinger, responsable de la genése de |'activité inspiratoire. De
plus, cette accélération est suivie d'un arrét soudain et définitif de I'activité respiratoire lors
de I'exposition aux NPs ZnO. En utilisant des tranches de tronc cérébral contenant le préBo6tC,
les enregistrements de patch clamp en mode cellule entiere montrent que les NPs ZnO
dépolarisent les neurones inspiratoires du préBotC et perturbent leurs propriétés
bioélectriques aboutissant a une réduction significative de I'amplitude des potentiels d'action.
La résultante de ces effets est une forte dépression de I'activité de I'ensemble du réseau
respiratoire et un arrét prématuré et définitif du rythme respiratoire. L'ensemble de ces
résultats est en faveur d’un effet neurotoxique et délétere des NPs ZnO sur I'activité des

centres respiratoires chez le rat en période postnatale.
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Introduction

La recherche dans le domaine des nanotechnologies et des NPs s'est rapidement
développée, de maniére quasiment exponentielle, surtout durant les dernieres décennies. Les
propriétés uniques des NPs ont permis le développement de nouveaux produits aux
caractéristiques inédites dans un grand nombre de domaines, tels que l'informatique,
I'électronique, les énergies, [|'aérospatiale, I|'agroalimentaire, les cosmétiques, la

pharmaceutique et la médecine (Buzea et al. 2007). De par leur taille extrémement réduite

(<100 nm), les NPs peuvent entrer facilement dans I'organisme par diverses voies (le systéme

respiratoire étant considéré comme |'une des principales voies d’entrée (Oberdorster et al.

2004, Elder et al. 2006, Kao et al. 2012)), et passer différentes barriéres biologiques telles que

la barriere hémato-encéphalique (Lockman et al. 2003b, Lockman et al. 2004, Sarkar et al.

2017). En conséquence, les NPs sont capables de s'accumuler dans le cerveau (Simko et

Mattsson 2010) et pourraient étre a 'origine de divers troubles et/ou pathologies cérébrales.

Parmi toutes ces nanoparticules, celles d'oxyde de zinc font parties des plus largement
utilisées parmi les NPs métalliques. On les retrouve dans des domaines tres variés, comme par

exemple |'électronique (Wang 2008), I'agroalimentaire (Tankhiwale et Bajpai 2012), ou encore

les cosmétiques (Vaseem 2010). En conséquence, I'exposition de la population (produits de

consommation) et des travailleurs (NPs manufacturées) est en constante progression.
Pourtant, les effets possiblement délétéres des NPs sur la santé, et en particulier sur le

systéme nerveux central, restent extrémement peu documentés.

En effet, nous savons déja que les NPs ZnO peuvent induire, entre autres, au niveau

cellulaire, une augmentation de la mort neuronale (Valdiglesias et al. 2013) et astrocytaire (Lai

et al. 2008), une augmentation du stress oxydatif (Shrivastava et al. 2014) ou encore une

modification des propriétés intrinseques des neurones (Yang et al. 2010). Des effets

comportementaux, tels qu'une baisse de la mémoire et de I'apprentissage, ont pu étre mis en

évidence chez le rat (Han et al. 2011). Néanmoins a ce jour, tres peu d'informations sont

disponibles sur I'effet de ces NPs sur I'activité d'un réseau moteur vital comme le réseau

respiratoire central.

Le but de ce travail vise a déterminer les effets d'une exposition aiglie aux NPs ZnO sur les

activités bioélectriqgues des neurones des centres respiratoires, contrélant en particulier la
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Figure 22: La préparation ex vivo de rat nouveau-né utilisée pour I'étude de la neurotoxicité
des ZnO NPs

(A) Représentation schématique du systeme nerveux central d’'un rat nouveau-né.

(B) Photographie de la préparation de tronc cérébral/moelle épiniere isolé dans sa chambre
d'enregistrement.

(C) Représentation schématique de la préparation isolée avec la localisation des enregistrements
extracellulaires, au niveau de nerfs ventraux hypoglosse (XIl), cervical (C4) et lombaire (L2).

(D1) Enregistrements de I'activité respiratoire spontanée au niveau du nerf cranien Xll, et des
racines ventrales C4 et L2. Le tracé agrandi a droite (D2) montre l'alternance claire entre les
bouffées d'activités spontanées inspiratoires (Xl et C4) et expiratoires (L2). Notez qu'en condition
contréle (c'est-a-dire lors de la perfusion de la préparation avec du LCRa normal), l'activité
respiratoire spontanée peut étre enregistrée pendant plusieurs heures avant son arrét définitif (E).
(F) Histogramme montrant I'évolution de la fréquence respiratoire fictive au cours du temps en
condition contréle. Données représentées en moyenne + SEM (n=7 préparations).

(G) Diagramme en baton montrant pour chaque préparation le temps pendant lequel elles ont
exprimé une activité rythmique de type respiratoire. La ligne pointillée rouge indique la valeur
moyenne de survie des préparations.



contraction rythmique du diaphragme chez le mammifere. Grace a l'utilisation d'une
préparation de tronc cérébral/moelle épiniere isolé ex vivo de rat nouveau-né, nous avons pu,
pour la premiere fois, montrer les effets délétéres et neurotoxiques des NPs ZnO sur l'activité
du réseau respiratoire central, leur action aboutissant a un arrét brutal et définitif de I'activité

respiratoire.

Matériels et Méthodes

L'ensemble des protocoles est détaillé dans le chapitre "Matériels et Méthodes" général

(page 65).

Préparation de tronc cérébral/moelle épiniere isolés et électrophysiologie. Afin d'étudier
I'effet des nanoparticules sur I'activité respiratoire, la préparation de tronc cérébral/moelle
épiniére de rat nouveau-né isolés ex vivo a été utilisée. L'activité respiratoire a été mesurée a
I'aide de techniques d'électrophysiologie extracellulaire (électrodes de succion), au niveau du
nerf cranien Xll (hypoglosse —inspiration) et des racines spinales C4 (diaphragme - inspiration)
et L2 (abdominaux — expiration). Pour les préparations exposées aux différentes doses de NPs,
un temps contréle de 30 min avant leur application a été observé afin de mesurer les
parametres initiaux de la préparation. Une barriere étanche de Vaseline a parfois été mise en

place afin d'appliquer sélectivement les NPs sur le tronc cérébral ou la moelle épiniére.

Préparation de tranches de tronc cérébral: électrophysiologie et immunohistochimie. Dans
le but d'étudier les effets des NPs sur les neurones des centres respiratoires bulbaires, des
préparations de tranches de tronc cérébral contenant le complexe préBo6tC, isolées a partir de
rat nouveau-né, ont été utilisées. L'activité électrique de I'ensemble de ce réseau a été réalisée
par électrophysiologie extracellulaire (électrode apposée a la surface de la tranche). L'activité
des neurones du préBotC a quant a elle été menée en mode patch-clamp cellule entiere
(technique dite en aveugle). Sur chaque tranche, le ou les neurones enregistrés ont pu étre
identifiés par leur patron d’activité et par I'utilisation de techniques immunohistochimiques.
Les neurones dont le potentiel de repos était supérieur a -40 mV, dont I'amplitude des PAs
était trop faible (absence d'overshoot, c'est-a-dire ne dépassant pas 0 mV) ou dont le

marquage n'était pas situé dans le préBotC, étaient systématiquement écartés de I'analyse.
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Figure 23: Effets d’'une exposition aigué aux NPs ZnO sur les bouffées d’activité respiratoire
(A1, A2) Représentations schématiques des conditions expérimentales (gauche) et
enregistrement brut de I'activité respiratoire spontanée au niveau d’une racine cervicale ventrale
(C4, droite) en condition contréle (A1) et aprées plusieurs temps d’exposition aux NPs ZnO (A2).
(B) Histogramme montrant la variation de la fréquence respiratoire spontanée au cours du temps
(moyenne + SEM) en période contréle (barre blanche) et lors de lI'exposition aux NPs ZnO (barres
violettes, n= 8 préparations).

(C) Diagramme en baton illustrant I'effet dose dépendant des NPs ZnO sur la longévité de I'activité
respiratoire de la préparation (moyenne + SEM). Le nombre de préparations mesurées est indiqué
entre parenthéses. * p<0.05; LCRa: Liquide céphalo-rachidien artificiel.



Résultats

L'activité respiratoire fictive

En condition contréle, la commande motrice respiratoire générée par la préparation de
tronc cérébral/moelle épiniere isolés (Figure 22A, B) présente des épisodes spontanés de
bouffées rythmiques de potentiels d’action, que ce soit au niveau des nerfs craniens
(hypoglosse, XIl) ou des racines spinales ventrales (4°™¢ cervicale : C4 ; 2"% |ombaire : L2 ;
Figure 22C, D1). De maniére similaire a I'activité respiratoire observée in vivo, des phases
inspiratoires et expiratoires sont générées en alternance pendant la respiration fictive in vitro
(Figure 22D2). D'un point de vue fonctionnel, il est considéré que l'inspiration et I'expiration
sontissues d'un couplage entre deux générateurs de rythmes localisés tous deux dans le bulbe

rachidien, le complexe pré-Botzinger et le groupe respiratoire para-facial (Janczewski et

Feldman 2006). Au cours de nos enregistrements réalisés in vitro, la fréquence respiratoire

moyenne produite (2,5 + 0,2 bouffées/min, n=7 préparations; Figure 22E, F) est faible en
comparaison de I'activité observée in vivo (180 + 3 bouffées/min, n=70, Figure 29A). Pendant
les 6 premiéres heures d'enregistrement, la fréquence respiratoire est restée stable pour
ensuite diminuer progressivement jusqu'a l'arrét complet et définitif de l'activité, observé
aprés en moyenne 9h48 + 47min d'enregistrement (n=7 préparations; Figure 22E, G). En
résumé, la préparation de tronc cérébral/moelle épiniére isolés est capable de produire une
activité respiratoire fictive et spontanée, 72 fois plus lente que celle observée in vivo, mais qui
est exprimée de maniére stable pendant plusieurs heures par l'intermédiaire d'une activité
rythmique inspiratoire et expiratoire retrouvée le long du tronc cérébral et de la moelle

épiniére.

Effets des nanoparticules d'oxyde de zinc sur l'activité respiratoire centrale

Pour déterminer I'effet des NPs ZnO sur |'activité respiratoire centrale, les nanoparticules
(de 1 a 50 pug/mL) ont été appliquées directement dans le bain de perfusion, sur I'ensemble
de la préparation tronc cérébral/moelle épiniére isolée. En comparant avec la condition
témoin (Figure 23A1), la présence de NPs ZnO a de multiples effets sur la sortie respiratoire
de la racine ventrale C4. Aprés une période de 30 minutes d'exposition aigiie aux NPs (10
ug/mL), la fréquence de I'activité respiratoire spontanée augmente significativement de 70
+17% (n=8; p<0,05; Figure 23A2). Cet effet excitateur sur le rythme respiratoire persiste 3-4

heures aprés le début de |'exposition aux NPs (Figure 23B), et est significativement plus
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Figure 24: L'importance de I'augmentation de fréquence respiratoire induite par les NPs
ZnO est corrélée a la fréquence respiratoire initiale

(A, B) Enregistrements extracellulaires bruts de l'activité respiratoire au niveau de la racine
ventrale C4 de préparations générant un rythme initial lent (A) ou rapide (B) en condition contrdle
(tracé du haut) et aprés 2 heures d'application des NPs ZnO a 10 pg/mL (tracé du bas).

(C) Régression linéaire montrant la relation entre le changement du rythme inspiratoire induit par
les NPs ZnO et la fréquence respiratoire initiale (n=39 préparations). R* Coefficient de
détermination.

(D, E) Régressions linéaires montrant que la viabilité de la préparation n'est corrélée ni a la
fréquence respiratoire initiale (D) ni au changement de rythme induit par I'application de NPs ZnO

(E).



prononcée sur les préparations dont le rythme respiratoire initial est lent (Figure 24A, C), en
comparaison aux préparations dont le rythme respiratoire initial est plus rapide (Figure 24B,
C). Par la suite, I'application de NPs ZnO diminue de maniére drastique et significative la durée
de survie moyenne des préparations de tronc cérébral/moelle épiniére isolés (Figure 23A2,
B). Cet arrét prématuré et définitif de I'activité respiratoire est dose dépendante (Figure 23C,
ECs0 estime = 2g/mL). Ainsi, I'arrét du rythme respiratoire intervient significativement plus t6t
dans le groupe des préparations exposées aux NPs ZnO (10ug/mL, 4h30 £ 4 minutes, n=8) que
dans le groupe non exposé (9h48 +47 minutes, n=7; p<0,05). Il est également important de
noter que la réduction de la durée de survie induite par les NPs n'est corrélée ni a la fréquence
respiratoire initiale (Figure 24D), ni a la variation de fréquence induite par ces mémes NPs
(Figure 24E). En conclusion, ces résultats montrent que chez le rat nouveau-né, lors de
I'exposition aiglie d'une préparation de tronc cérébral/moelle épiniére isolés ex vivo, les
nanoparticules modulent puis perturbent fortement le fonctionnement du réseau neuronal

central impliqué dans la genése du rythme respiratoire.

A la suite de ces données, il était important de déterminer si I'effet des NPs ZnO sur
I'activité respiratoire résultait d'une action générale sur le tissu nerveux central ou d'une
action préférentielle sur les neurones bulbaires responsables de la genése de l'activité
respiratoire. Pour répondre a cette question, une barriére étanche de Vaseline a été
positionnée au niveau de la jonction bulbo-spinale afin de permettre la perfusion différentielle

du tronc cérébral (contenant les générateurs du rythme respiratoire (Smith et al. 1991)) et de

la moelle épiniére (ou sont situés les motoneurones inspiratoires et expiratoires (Giraudin et
al. 2008)). Sur les 21 préparations utilisées dans cette série d'expériences, 7 ont été perfusées
avec du LCRa normal (conditions témoins) et 14 avec des NPs ZnO (ECso, 2ug/mL) que ce soit
sur la moelle épiniére (n=7) ou sur le tronc cérébral (n=7, Figure 25A1). Quand les NPs ZnO
sont appliquées sélectivement sur la moelle épiniere (avec le milieu de survie normal sur le
tronc cérébral), aucun changement significatif n'est observé, que ce soit sur la fréquence
respiratoire ou sur la durée de survie des préparations (Figure 25A2). Par contre, lors de
I'application des NPs uniquement sur le tronc cérébral, nous avons pu observer de nouveau
une augmentation significative de la fréquence respiratoire, plus importante pour les
préparations au rythme initial plutot lent (57 +4%, n=3; p<0,05; Figure 25B1, B3), comparé a

celles ayant un rythme respiratoire initial rapide (Figure 25B2, B3). Il est également important
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Figure 25: Les structures du tronc cérébral sont responsables a la fois de I'accélération des
bouffées respiratoires et de la réduction drastique de la longévité de la préparation induites
par I'exposition aigue aux NPs ZnO

(A1) Représentation schématique des procédures expérimentales utilisant une barriére de Vaseline
afin de séparer le tronc cérébral de la moelle épiniéere dans les préparations isolées. LCRa: Liquide
céphalo-rachidien artificiel.

(A2) Diagramme en batons mesurant la viabilité des préparations baignées dans du LCRa normal
(barre blanche) ou avec des NPs ZnO appliquées sélectivement sur la moelle épiniére (barre violette
gauche) ou le tronc cérébral (barre violette a droite). Données moyennes + SEM. Le nombre de
préparations est indiqué entre parenthéses. * p<0.05.

(B1, B2) Enregistrements extracellulaires bruts effectués des bouffées d’activité de la racine cervical
ventrale (C4) dans les préparations générant un rythme respiratoire initial lent (B1) ou rapide (B2)
en condition contréle (tracé du haut) et apres 2h d’application des NPs ZnO (2 ug/mL) sur le tronc
cérébral (tracé du bas).

(B3) Régression linéaire (gauche) représentant la relation entre la variation du rythme respiratoire
induite par les NPs ZnO et la fréquence respiratoire initiale en période controle sur les préparations
isolées (n=7), dans les conditions schématisées a droite. R%: Coefficient de détermination.



de noter que l'arrét définitif de I'activité respiratoire est plus précoce lors de I'application des
NPs ZnO uniquement sur le tronc cérébral (5h36 £ 6 minutes, n=7; p<0,05; Figure 25A2). Pris
dans leur ensemble, ces résultats indiquent que chez le rat nouveau-né, les structures
bulbaires des centres respiratoires sont plus sensibles (et donc plus vulnérables) aux NPs que

les neurones spinaux impliqués dans la contraction des muscles respiratoires.

Les NPs ZnO agissent directement sur les neurones du complexe pré-Bétzinger
Afin de préciser les mécanismes impliqués dans l'effet des NPs ZnO sur le réseau
respiratoire central, une série d'expériences a été effectuée sur des tranches de tronc cérébral
au niveau bulbaire, contenant le circuit central générateur de l'activité inspiratoire, le
complexe pré-Botzinger (préBotC). Il est maintenant largement admis que chez les rongeurs
nouveau-nés, la phase inspiratoire de I'activité pulmonaire est générée par un réseau de
neurones situés dans le préBotC, lui-méme faisant partie du groupe respiratoire ventral du

bulbe rachidien (Smith et al. 1991, Rekling et Feldman 1998)(Figure 26A, haut). Localisé

ventralement au noyau ambigu qui est identifiable via son immunoréactivité a I'acétylcholine
transférase (ChAT; Figure 26B), le préBotC peut étre identifié anatomiquement par
I'expression du récepteur a la neurokinine 1 (NK1R; Figure 26B), comme précédemment décrit

(Gray et al. 1999, Gray et al. 2001, Thoby-Brisson et al. 2005). En utilisant ces reperes

anatomiques, nous avons ensuite effectué des expériences combinant I'enregistrement
électrophysiologique de l'activité du préBotC et I'application de NPs ZnO. Lorsque les tranches
étaient baignées dans un LCRa normal, les enregistrements du préBotC montrent une activité
rythmique spontanée (Figure 26A, bas) dont le patron ressemble fortement a l'inspiration
fictive observée dans les préparations de tronc cérébral/moelle épiniere (voir Figure 22).
Aprés une période initiale de fréquence de décharge élevée (5,92 + 0,5 bouffées/min; n=8
tranches; Figure 26C), le rythme inspiratoire ralentit progressivement jusqu'a se stabiliser
apres 2 heures d'enregistrement, a une moyenne de 2,5 + 0,75 bouffées/min (n=8). Comme
déja observé dans la préparation de tronc cérébral/moelle épiniére isolée, un arrét définitif
de l'activité respiratoire intervient aprés en moyenne 16h44 + 40 minutes (n=8; Figure 26D).
Ces données confirment que dans ces tranches réduites de tronc cérébral, une région limitée
du bulbe rachidien ventro-latéral, nommé le préBotC, contient des neurones capables de

générer spontanément des bouffées d'activité respiratoire pendant plusieurs heures.
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Figure 26: Effets des NPs ZnO sur les bouffées d’activité respiratoire générées par le complexe
pre-Botzinger (preBotC) dans des tranches de bulbe rachidien de rats nouveau-nés

(A) Microphotographie d'une tranche transversale de bulbe rachidien de rat nouveau-né de 2 jours
contenant le preBotC (haut). Linsert (rectangle blanc) délimite la partie ventrolatérale de la tranche de
bulbe rachidien montrée a plus fort grossissement en B. NA: Noyau ambigu. En bas, enregistrements brut
(tracé du haut) et intégré (tracé du bas) de I'activité respiratoire spontanée enregistrée au niveau du
preBotC obtenus grace a une macroélectrode posée a la surface de la tranche.

(B) Microphotographie (correspondant a un z-stack de 15 images d’une épaisseur totale de 15um) d'un
immunomarquage pour l'acétylcholine transférase (ChAT, en haut a gauche, vert), le récepteur a la
neurokinine 1 (NK1R, en bas a gauche, rouge) dans la partie ventrolatérale du bulbe rachidien, images
superposées a droite. D: Dorsal, M: Médial.

(C) Histogramme montrant I'évolution de la fréquence moyenne de l'activité respiratoire spontanée au
cours du temps en condition contréle (Données moyennes + SEM, n=8 préparations).

(D) Diagramme en batons représentant la viabilité de chaque préparation. La ligne pointillée rouge
montre la longévité moyenne.

(E, F) Diagrammes en batons illustrant la nature dose-dépendante de l'effet des NPs ZnO sur la fréquence
de l'activité respiratoire (E) et sur la viabilité des préparations (F, données moyennes + SEM). Le nombre
de préparation est indiqué entre parentheses. *p<0.05; LCRa: Liquide céphalo-rachidien artificiel.



La préparation de tranches de bulbe rachidien offre alors une opportunité unique
d'observer les effets directs des NPs ZnO sur le fonctionnement des centres respiratoires chez
le mammifére. Similaire a ce qui a été observé sur préparation de tronc cérébral/moelle
épiniere, les NPs ZnO ont des effets multiples sur l'activité du préBotC. Aprés 3 heures
d'exposition, les NPs ZnO (2 et 10 pg/mL) déclenchent une accélération significative et dose
dépendante du rythme respiratoire, respectivement 5,39 + 0,52 (2 ug/mL; n=9; p<0,05) et 7,89
+ 1,39 bouffées/minute (10 pg/mL; n=8; p<0,05), par comparaison au groupe non exposé (2,65
+ 0,28 bouffées/minutes; n=8; Figure 26E). Faisant suite a cet effet excitateur, les NPs ZnO
entrainent une réduction drastique et significative de la durée de survie moyenne des
tranches de tronc cérébral (Figure 26F). Ici encore, I'arrét de I'activité respiratoire du préBotC
est observé et ce de maniére dose dépendante, plus précocement dans les préparations
exposées aux NPs (2 et 10 pg/mL, aprés respectivement 12h10 + 18 min ; n=9; et 9h24 + 12
min ; n=8; p<0,05 dans les deux cas) que dans les tranches témoins (16h44 + 40 min; n=8;
Figure 26F). Dans ces conditions expérimentales (tranches de bulbe rachidien), le préBotC est
isolé de ses circuits modulateurs et les effets observés supportent donc la conclusion que les
NPs ZnO agissent directement sur les neurones du préBotC pour produire leurs effets

délétéres sur l'activité respiratoire centrale.

Afin de mieux étudier I'effet neurotoxique des NPs ZnO sur les centres respiratoires, une
derniére série d'expériences a été réalisée en utilisant la technique de patch-clamp en
configuration cellule entiére, permettant I'enregistrement unitaire des neurones du préBotC
(n=10). Localisés ventralement au NA (identifié par son immunoréactivité a la ChAT), ces
neurones expriment les récepteurs NK1 (Figure 27A). En condition témoin, une majorité des
neurones du préBotC enregistrés présentent de grandes dépolarisations membranaires
rythmiques et spontanées (potentiel moyen de la commande synaptique ; 12,1 +1,7 mV; n=6),
associées a des périodes de décharge ayant lieu en phase avec l'activité de I'ensemble du
préBotC. Ces neurones sont donc identifiés comme inspiratoires (Figure 27B, tracés du haut)
et les neurones du préBotC qui n'exprimaient pas ces activités ont alors été classés comme
non respiratoires (n=4). Afin de déterminer la réponse de ces deux types de neurones du
préBotC a I'exposition aux NPs ZnO, ces dernieres ont été appliquées sur I'ensemble de Ila
tranche, a une concentration de 10 pg/mL (Figure 27B, tracés du bas). Aprés 90 minutes

d'exposition, les neurones inspiratoires du préBotC ont montré une dépolarisation
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Figure 27: Les NPs ZnO dépolarisent les neurones inspiratoires du preBotC et réduisent la
commande inspiratoire centrale

(A) Microphotographie (correspondant a un z-stack de 15 images, 15 um dépaisseur au total) d’'un
immunomarquage pour le NK1R (rouge) dans un neurone marqué a la biocytin (vert) localisé dans la
région du preBotC, ventralement au marquage ChAT (bleu) des neurones du noyau ambigu (NA). La fleche
blanche indique le neurone enregistré en B. Linsert montre une représentation schématique de la tranche
de bulbe rachidien, le rectangle blanc correspondant a la zone de la microphotographie. D: dorsal, M:
médian.

(B) Enregistrement simultané d’un neurone inspiratoire du preBo6tC en patch-clamp "cellule entiére" et de
I'activité extracellulaire intégrée de la région du preBotC en condition contréle (tracés du haut) et pendant
I'application de NPs ZnO (tracés du bas). La ligne pointillée indique le potentiel de repos mesuré en
condition controle.

(C) Nuage de points représentant I'évolution du potentiel de membrane au cours du temps pendant
I'exposition aux NPs ZnO dans les neurones inspiratoires (points rouges) et non respiratoires (points noirs)
du preBotC. *p<0.05; LCRa: Liquide céphalorachidien artificiel.

(D) Décharge d'un neurone en réponse a l'injection d’'un courant dépolarisant en condition contréle
(gauche) et pendant I'application des NPs ZnO (droite). Le potentiel de membrane de la cellule pendant
I'exposition aux NPs a été ramené a la valeur observée en condition contréle par l'injection d’'un courant
dépolarisant pendant le protocole.

(E) Nuage de points représentant I'évolution de I'amplitude de la commande synaptique inspiratoire au
cours du temps dans les neurones du preBotC (n=6) pendant I'application des NPs ZnO. *p<0.05.

(F) Exemple représentatif de I'évolution des potentiels d'action (AP) dans le méme neurone, en condition
contréle et pendant I'application de NPs ZnO, montrant leurs effets sur 'amplitude et la durée du PA.



significative de 12,8 + 4,9mV (n=6; p<0,05; Figure 27C; points rouges) alors que le potentiel de
repos des neurones non respiratoires reste inchangé (-49,9 £ 2,8mV (témoin) vs -47,8 £ 5,1mV
(NPs Zn0O); n=4; p=0,725; Figure 27D; points noirs). Le patron de décharge répété de ces
neurones a ensuite été examiné par l'injection d'un créneau de courant dépolarisant (500 ms;
10 pA) a partir du potentiel de repos. En condition témoin, le créneau de courant positif a été
ajusté afin d'induire des potentiels d'actions (PA) pendant la phase silencieuse "expiratoire"
de la commande respiratoire (Figure 27D, gauche). En présence de NPs ZnO, le nombre de PA
produits ne change pas comparé a la situation témoin (p=0,444; Figure 27D, droite), indiquant
une absence de variation de I'excitabilité cellulaire. Aprés 2h d'exposition aux nanoparticules,
I'amplitude moyenne de la commande inspiratoire a diminué de maniere significative de 12,1
+1,7mV (n=6) a 4,7 + 1,8mV (p<0,05; Figure 27E). Cette réduction progressive de I'amplitude
des courants synaptiques inspiratoires entraine une impossibilité a générer des PA (voir Figure
27B, traces inférieures). Finalement, notre étude s'est portée sur I'analyse des caractéristiques
des PA, et en particulier sur leur amplitude, leur valeur maximale, et leur durée en condition
témoin et lors de I'exposition aux NPs (Tableau 1). L'amplitude et la valeur maximale des PA
évoqués sont significativement diminuées en présence de 10 pg/mL de NPs ZnO, aussi bien
dans les neurones inspiratoires (Figure 27F) que dans les neurones non respiratoires (p<0,05).
Bien que non significative, une tendance a l'augmentation de la durée des PA a pu étre

observée (p=0,194).

Discussion

Les résultats décrits dans cette étude mettent en évidence que chez le nouveau-né, une
exposition aiglie aux NPs ZnO peut moduler puis perturber |'activité du réseau respiratoire.
Pendant [l'application de nanoparticules, les neurones inspiratoires du préBotC sont
dépolarisés de maniere tonique et présentent une forte diminution de la commande
synaptique inspiratoire. Ces effets peuvent faire partie de mécanismes neuronaux
responsables des effets délétéres des NPs sur les centres respiratoires des animaux nouveau-
nés. A ce jour, notre étude est la premiére & mettre en évidence une probable altération

fonctionnelle d'un réseau moteur vital suite a I'exposition aux NPs métalliques.
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Préparations isolées ex vivo: une activité spontanée de type respiratoire
La nature respiratoire "fictive" (de par I'absence de muscle) de ces bouffées d'activité

cycligue a été démontrée depuis longtemps (Suzue 1984, Smith et Feldman 1987). Les

bouffées motrices enregistrées au niveau des racines ventrales phréniques C4 (qui contrélent
normalement la contraction rythmique du diaphragme) et du nerf Xl (contrélant les
mouvements de la langue et participant a I'ouverture des voies aériennes supérieures) sont
générés en synchronie (Figure 22C, D) et sont considérés comme reflétant la phase

inspiratoire de la respiration (Smith et Feldman 1987, Morin et al. 2000). Cette activité est

générée par un réseau de neurones bulbaires localisés dans le complexe pré-Botzinger (Smith

et al. 1991, Gray et al. 2001, Johnson et al. 2001). Les activités motrices enregistrées au niveau

des racines ventrales L2 (qui comportent une partie des axones des motoneurones des

muscles abdominaux) correspondent quant a elles a la phase expiratoire (Smith et al. 1990),

générée par les neurones bulbaires du groupe respiratoire para-facial (Ruangkittisakul et al.

2007, Giraudin et al. 2008).

Lors de cette étude, nous avons observé que le rythme respiratoire des préparations était
plus lent que celui observé in vivo sur animal vigile. Ceci peut s'expliquer par les conditions
expérimentales employées pour assurer la survie des préparations isolées. Premiérement, la
température du bain de perfusion est plus basse que la température corporelle de I'animal

(Murakoshi et al. 1985). Deuxiemement, le LCRa utilisé contient une faible concentration en

potassium (K*) et une forte concentration en calcium (Ca?*) ce qui réduit I'excitabilité

neuronale (Ruangkittisakul et al. 2007, Panaitescu et al. 2010). Enfin troisiemement, I'absence

des voies provenant des régions cérébrales supérieures, des informations issues des retours
sensoriels (en particulier ceux du nerf vague; (Cohen 1979), et la présence du pont (en
particulier le noyau adrénergique A5 connu pour exercer une influence inhibitrice sur l'activité

des centres respiratoires; (Hilaire et al. 1989), contribuent a la dépression de I'activité du

générateur du rythme respiratoire. Aprés une phase initiale de stabilité du rythme
respiratoire, nous avons pu observer une diminution continue de la fréquence respiratoire,
pouvant s'expliquer par la modification progressive des gradients de PO, K* et H* au sein du

tissu perfusé (Brockhaus et al. 1993, Okada et al. 1993).
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Perturbation de l'activité respiratoire centrale induite par les NPs ZnQ: les
meécanismes cellulaires possibles

Nos résultats montrent que les NPs ZnO induisent une accélération initiale du rythme
respiratoire fictif, maintenue pendant les premieres heures d'exposition, suivie de l'arrét
soudain de toute activité respiratoire. Démontré dans de précédentes études

électrophysiologiques, plusieurs NPs (oxyde de cuivre (Xu et al. 2009, Liu et al. 2011), argent

(Liu et al. 2009) et or (Jung et al. 2014)) modulent les propriétés fonctionnelles de canaux

ioniques sensibles au voltage et responsables de I'excitabilité de la cellule et du réseau
neuronal. Par exemple, dans les neurones d'hippocampe de rat, les NPs ZnO augmentent de
maniere significative I'amplitude maximale des courants portés par les canaux sodiques
voltage-dépendants, conduisant a I'augmentation de I'amplitude et de la valeur maximale (ou

"overshoot") des potentiels d'action (Zhao et al. 2009). En conséquence, la fréquence de

décharge des neurones hippocampiques est amplifiée et leur excitabilité particulierement
plus importante. De la méme maniére dans notre étude, les NPs ZnO augmentent
transitoirement I'excitabilité des réseaux bulbaires respiratoires, accroissant ainsi la

fréquence du rythme respiratoire.

Lors de nos expériences, |'effet le plus marquant des NPs ZnO fut I'arrét précoce et définitif
du rythme respiratoire se traduisant par une réduction drastique de la viabilité de nos
préparations. Méme si les mécanismes cellulaires précis restent encore a déterminer, les
éléments acquis permettent de proposer plusieurs hypothéses. Il est maintenant largement
accepté que la commande respiratoire centrale chez les mammiferes est générée et transmise
via des interneurones bulbaires glutamatergiques. Au sein des réseaux respiratoires, le
glutamate active les récepteurs post-synaptiques de type N-methyl-D-aspartate (NMDA) et
non-NMDA (pour revue, (Ballanyi et al. 1999, Greer 2012, Feldman et al. 2013, Smith et al.

2013)). Depuis, de nombreuses études ont montré que les NPs métalliques pouvaient induire
une neurotoxicité en interférant avec le métabolisme du glutamate (réduction de I'expression
du transporteur vésiculaire vGlut2 et donc de la quantité de glutamate au niveau synaptique)
et en perturbant le fonctionnement des récepteurs NMDA (réduction de leur expression) (Ma

et al. 2010, Hong et al. 2015, Begum et al. 2016). Il est donc possible qu'une baisse de la

synthése et/ou de la libération du glutamate, associée ou pas a une "down-regulation" des
récepteurs post-synaptiques glutamatergiques, soit a I'origine des perturbations induites par

les NPs ZnO entrainant l'interruption de la transmission de la commande synaptique
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inspiratoire au sein des neurones du préBotC. De plus, les NPs ZnO sont connues pour étre
cytotoxiques. Elles réduisent la viabilité cellulaire par une surproduction de dérivés réactifs de
I'oxygéne (ROS) et induisent des phénomeénes apoptotiques dans les cellules rétiniennes

ganglionnaires de rat (Guo et al. 2013), les cellules souches neuronales de souris (Deng et al.

2009), les astrocytes de rat (Sruthi et Mohanan 2015) et enfin les neurones humains (Lai et al.

2008, Valdiglesias et al. 2013). En conséquence, les NPs ZnO pourraient agir sur les neurones

impliqués dans la genése du rythme respiratoire par une augmentation de la production de
ROS, qui a son tour induirait un stress oxydatif et des dommages cellulaires, pour aboutir a
I'apoptose. Ainsi, I'arrét respiratoire observé lors de I'exposition aiglie aux NPs ZnO résulterait

de la mort des neurones appartenant aux réseaux générateurs du rythme respiratoire.

Sur la base d'études précédentes principalement conduites sur le réseau hippocampique
de rat, et sur celles exposées dans ce travail doctoral, nous proposons des mécanismes
possibles de la perturbation de I'activité respiratoire centrale induite par les NPs ZnO suite a
leur application aiglie chez le nouveau-né (Figure 28, haut). Des études antérieures menées
sur les neurones pyramidaux hippocampiques CA3 ont montré que |'application de NPs ZnO
produit une forte augmentation de I'amplitude des courants sodiques par I'augmentation du

nombre de canaux sodiques ouverts (Figure 28, mécanisme n°1; (Zhao et al. 2009)). Lors de

nos expériences, un mécanisme similaire pourrait expliquer la dépolarisation tonique
observée dans les neurones inspiratoires pendant l'application de NPs. De maniére
intéressante, cet effet semble étre spécifique de ce type de cellule puisque le potentiel de
membrane des neurones du préBo6tC non-respiratoires reste inchangé en présence de NPs
Zn0O. La genese du rythme respiratoire repose a la fois sur la présence de neurones
pacemakers dans le préBotC possédant des propriétés de décharge voltage-dépendantes, et

sur des propriétés émergentes du réseau respiratoire (Thoby-Brisson et Ramirez 2001, Del

Negro et al. 2002, Pena et al. 2004, Chevalier et al. 2016). Sur cette base, nous supposons que

la dépolarisation des neurones induite par les NPs ZnO est responsable de I'accélération du
rythme respiratoire qui a été observé des I'application des NPs. Il est également possible que
la dépolarisation induite par les NPs active des canaux calciques voltage-dépendants,
provoquant alors une entrée de calcium dans le compartiment cytoplasmique (Figure 28,
mécanisme n°2). La concentration élevée en calcium intracellulaire qui en résulterait pourrait

participer a I'amplification de la dépolarisation membranaire initiale, mais également pourrait
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déclencher un dysfonctionnement mitochondrial a I'origine de la production de ROS (Figure
28, mécanisme n°3). Ces derniers seraient alors responsables de I'apoptose neuronale, selon
un mécanisme déja observé au niveau des cellules rétiniennes ganglionnaires de rat (Guo et
al. 2013). Enfin, a l'instar des études menées sur des neurones corticaux de souris en culture

(Lynch et al. 1995), une accumulation anormale de cation dans la cellule peut provoquer des

dommages neuronaux qui, dans le cas des neurones inspiratoires du préBotC, pourraient

aboutir a un arrét respiratoire brutal et définitif.

Nos résultats montrent également que lI'amplitude maximale des potentiels d'action est
diminuée de maniere significative en présence de NPs ZnO. Une fois encore, ces effets sont
en faveur d'une accumulation de sodium dans le cytoplasme des neurones inspiratoires du
préBotC. Ainsi, une augmentation anormalement élevée de I'afflux sodique réduirait le
gradient électrochimique du sodium, diminuerait la force électromotrice sodique et donc
I'amplitude du potentiel d'action (Figure 28, mécanisme n°4). Une réduction de I'amplitude
des potentiels d'action a pour conséquence une diminution de I'influx calcique au niveau de
la terminaison nerveuse, ce qui se traduit par a une diminution de la libération de
neurotransmetteurs a la synapse (Figure 28, mécanisme n°5). Parce que le rythme et le patron
inspiratoire sont en partie dépendants de la connectivité excitatrice glutamatergique des

neurones du préBotC (Smith et al. 2009), une réduction progressive de I'exocytose de

glutamate synaptique aurait pour conséquence une diminution continue de la commande
respiratoire centrale (Figure 28, mécanisme n°6). En I'absence de changement de |'excitabilité
cellulaire en présence de NPs ZnO, cette diminution de la commande inspiratoire centrale
associée a l'impossibilité de générer des potentiels d'action pourrait au final étre responsable

de I'arrét de toute activité rythmique dans les centres respiratoires.

A ce jour, de nombreuses études effectuées principalement sur le réseau hippocampique
de rongeurs ont permis d'identifier les effets de diverses nanoparticules (nano-or (Jung et al.

2014, Salinas et al. 2014), nano-argent (Liu et al. 2009), nano-dioxyde de titane (Hong et al.

2015), nano-carbure de tungstéene (Shan et al. 2012), nano-oxyde cuivre (Xu et al. 2009, Liu et

al. 2011), et nano-oxyde de zinc (Zhao et al. 2009)) sur les propriétés bioélectriques

individuelles des neurones. Malgré tout, peu de choses sont connues de l'impact de
I'exposition aux nanoparticules sur le fonctionnement de I'ensemble d'un réseau de neurone,

capable de générer une activité motrice organisée et impliquée dans une fonction vitale telle
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que la respiration. A notre connaissance, cette étude est la premiére & démontrer le possible
effet délétére de I'exposition aux NPs sur les centres respiratoires de mammiféres nouveau-
nés. De plus, sur la base d'études récentes s'intéressant au lien existant entre taille des NPs et
neurotoxicité, ainsi que sur la vulnérabilité périnatale liée a I'exposition a divers types de

nanoparticules métalliques chez le rat (Sharma et al. 2013), il est maintenant bien établi d'une

part, que les nanoparticules de taille comprise entre 20 et 30 nm induisent bien plus de
dommages neuronaux que les NPs de taille supérieure, et d'autre part, que les animaux plus
jeunes sont susceptibles de présenter plus d'altérations neuronales que les plus agés. Méme
si ceci n'est pas directement démontré dans notre étude, ces observations renforcent l'idée
gue la taille moyenne des NPs ZnO utilisées dans nos expériences (=34nm) est un élément clé

de la neurotoxicité observée sur le systéme respiratoire central.
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Chapitre lll: Transmission verticale des NPs ZnO:
étude in vivo

Résumé

La gestation est une étape clé du développement d'un organisme. Lors de cette étape, le
foetus est protégé du milieu extérieur par la barriére placentaire. Or cette derniére n'est pas
parfaitement imperméable. Ainsi, si la mére se retrouve exposée a des molécules de petite
taille (médicaments, pesticides...), ces dernieres peuvent passer cette barriere et ainsi
rejoindre I'organisme en développement. Au vu de I'action potentiellement délétéres des NPs
ZnO démontrée in vitro, il est nécessaire de déterminer si I'exposition d'une mere a ces
particules représente un danger pour les foetus pendant la gestation, en particulier sur la mise
en place de réseaux vitaux, tels que le réseau respiratoire. L'exposition chronique de rattes
gestantes a différentes doses de NPs ZnO couplée a I'enregistrement de I'activité ventilatoire
des nouveau-nés par pléthysmographie, nous ont permis de montrer une altération de la
fréquence respiratoire ainsi qu'une augmentation de la durée des pauses respiratoires chez
les rats nouveau-nés. Ces données semblent donc montrer qu'une exposition chronique aux
NPs ZnO au cours de la gestation affecte le développement normal du systéme respiratoire
des feetus, se traduisant aprés la naissance par des altérations ventilatoires affectant la

fréquence et les pauses respiratoires.

Introduction

Etape cruciale de la vie, la gestation correspond a la période pendant laquelle I'organisme
se développe. De par son importance, une perturbation de cette période prénatale peut avoir
de graves conséquences a court ou long terme. En effet, I'état de la mere ou la prise de
certaines substances, telles les drogues, peuvent agir indirectement (via une action sur la mere
perturbant le bon déroulement de la gestation) ou directement sur le foetus malgré la

présence de la barriere placentaire (Behnke et al. 2013), et induire des malformations

(tératogénicité) ou perturber le fonctionnement normal de certains organes comme le
cerveau. Il est donc important de savoir si un élément est capable de passer la barriere
placentaire et d'agir sur le développement feetal. C'est le cas de certains médicaments (Beghin

2014), de pesticides (Joly Condette et al. 2015) ou encore des nanoparticules (Keelan 2011).
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En effet, plusieurs études ont montré que les NPs pouvaient passer la barriere placentaire et
perturber le développement du foetus. Par ailleurs, les NPs de cadmium réduisent la capacité
de I'ceuf a s'implanter dans la muqueuse utérine, altérent le développement du placenta et

des foetus (Blum et al. 2012). Autre exemple, les NPs de dioxyde de titane provoquent des

malformations foetales, une perturbation de la mémoire, de l'apprentissage et du systéme

dopaminergique chez le nouveau-né (pour revue, (Rollerova et al. 2015)). Les NPs ZnO quant-
a-elles augmentent la mortalité feetale, diminue le poids des animaux et s'accumulent dans
les organes (Jo et al. 2013), perturbant ainsi leur fonctionnement postnatal (foie, (Hao et al.
2017) ; cerveau, (Okada et al. 2013)).

Le but de ce travail a donc été d'étudier les effets d'une exposition chronique des rattes
gestantes aux NPs ZnO sur le développement et la mise en place des réseaux respiratoires
chez les rats nouveau-nés. Pour cela, des injections répétées de NPs ont étés réalisées sur des
femelles gestantes et |'utilisation de la pléthysmographie corps entier nous a permis d'évaluer

I'impact sur I'activité ventilatoire des animaux nouveau-nés.

Matériels et méthodes

L'ensemble des protocoles est détaillé dans le chapitre "Matériels et Méthodes" général

(page 73).

Injection de rattes gestantes
Des rattes adultes Sprague Dawley ont été utilisées lors de ces expériences. Au sein de
notre animalerie, les femelles ont été mises en présence du male pendant une nuit. Ceci
permettait de déterminer avec précision, en cas de reproduction, le jour de fécondation et
donc le premier jour de gestation, le contréle du stade reproducteur des femelles (cestrus)

étant réalisé par frotti vaginal. Quatre groupes de femelles gestantes ont ainsi été constitués:

Le groupe témoin (n=7), les méres n'ayant fait I'objet d'aucune manipulation

Le groupe sham (n=2), les meres ayant recu des injections de sérum physiologique

Le groupe exposé aux NPs ZnO 20 (n=5), les méres ayant recu des doses de 20 mg/kg

Le groupe exposé aux NPs ZnO 40 (n=4), les méres ayant recu des doses de 40 mg/kg.

Pour les trois derniers groupes, les femelles ont recu des injections intrapéritonéales aux

1,3,5,8,10, 12, 14, 17 et 19™¢ jours de gestation.
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Figure 29: Caractérisation par pléthysmographie de I'activité respiratoire in vivo de rats
nouveau-nés

(A) Histogramme montrant I'évolution de la fréquence respiratoire des rats nouveau-nés au cours
du temps en condition contréle (moyenne + SEM; n=70).

(B) Extrait d'un enregistrement pléthysmographique sur un rat nouveau-né agé de 3 jours en
condition contréle. Les inspirations sont représentées en valeurs négatives (bleu) et les
expirations en valeurs positives (rouge). Une pause respiratoire est également représentée, et
définie comme un arrét transitoire de la respiration dont la durée dépasse ad minima 3 fois le cycle
respiratoire moyen.

(C, D, E) Diagrammes en batons représentant la fréquence respiratoire (C), la durée (D) et le
nombre de pauses par minutes (E) en fonction de I'dge des animaux. Le nombre d’animaux
enregistrés est indiqué dans chaque barre (moyenne + SEM).



Enregistrements pléthysmographiques des rats nouveau-nés

Pour tous les animaux dgés de 0 a 5 jours, des enregistrements pléthysmographiques corps
entier ont étés réalisés. Apres mise en place et calibration de I'appareil, les animaux sont pesés
puis placés dans la chambre d'enregistrement. Un temps d'attente de 2 minutes est
systématiquement observé afin de laisser le temps a I'animal d'explorer I'environnement. Puis
un enregistrement de 10 minutes est réalisé. L'animal est ensuite replacé auprés de sa mére
et de sa fratrie. Au total, I'activité respiratoire de 232 animaux a été enregistrée, 70 en
condition témoin, 56 dans le groupe sham, 71 dans le groupe NPs ZnO 20, et 35 pour le NPs
Zn0 40.

Résultats

Activité ventilatoire des animaux nouveau-nés

En condition témoin, c'est-a-dire en I'absence de toute injection, I'activité ventilatoire in
vivo des rats nouveau-nés est stable pendant les 8 premiéeres minutes d'enregistrement (180
+ 3 bouffées/min, n=70, Figure 29A), pour ensuite légérement diminuer (148 * 4
bouffées/min, n=70, p<0,05) jusqu'a la fin de I'enregistrement, la durée moyenne du cycle
respiratoire étant de 353 + 6 msec. Il est a noter que I'dge des animaux n'influe pas sur la
fréquence respiratoire moyenne observée pendant les 10 minutes d'enregistrement (170 + 3
bouffées par minute, n=70, Figure 29C). Lors de cette série expérimentale, 55,7% des rats
nouveau-nés (39/70) ont toutefois présenté des pauses ventilatoires. De maniére arbitraire,
une pause ventilatoire a été définie comme un arrét de la respiration dont la durée est
supérieure a 3 fois le cycle respiratoire moyen de I'animal, soit en moyenne 1,06 + 0,018 sec.
(Figure 29B). Ces pauses durent en moyenne 1,36 + 0,06 secondes (Figure 29D) et sont
observées 0,47 + 0,08 fois par minute (Figure 29E), sans qu'aucune corrélation n'ait été

observée entre le nombre ou la durée de ces pauses et I'age des animaux (Figure 29D, E).

Effets de I'exposition chronique maternelle aux NPs ZnO
Par la suite, nous nous sommes intéressés aux altérations respiratoires que peuvent
présenter les animaux nouveau-nés suite a I'exposition chronique des méres gestantes aux
NPs ZnO. Pour cela, des injections de sérum physiologique (groupe sham, n=2 femelles
gestantes) ou de NPs a des doses de 20 (n=5) et 40 mg/kg (n=4) ont étés réalisées sur des

rattes Sprague Dawley accouplée au sein du laboratoire. Au cours de ces expériences, |'état
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Figure 30: Effet d’'une exposition prénatale aux NPs ZnO sur l'activité respiratoire de rats
nouveau-nés

(A) Tableau récapitulant les observations effectuées sur les femelles gestantes au cours du
protocole d'injection. Linflammation était localisée au point d'injection sous forme d'un léger
gonflement en surface de la paroi abdominale.

(B) Evolution du poids des animaux nouveau-nés au cours du temps, aux ages auxquels l'activité
respiratoire a été enregistrée.

(C, D, E) Diagrammes en batons représentant la fréquence respiratoire (C), la durée (D) et le
nombre de pauses par minutes (E) en fonction de I'exposition de leur mére ou non aux NPs ZnO. Le
nombre d’animaux enregistrés est indiqué dans chaque barre (moyenne + SEM). ¥*p<0.05.



de la femelle gestante a régulierement été controlé et aucune modification comportementale
ou physiologique n'a été observée lors des injections de sérum physiologique (Figure 30A).
Lors de l'injection des NPs, toutes les femelles sans exception ont présenté une légere
inflammation au niveau du site d'injection (présence d'un cedéme). Dans le groupe ayant regu
une dose de 20 mg/kg, une femelle a été sacrifiée suite a I'absence de mise-bas 4 jours apres
le délai théorique (21 jours de gestation en moyenne). L'état général de cet animal était
dégradé, caractérisé notamment par un pelage hérissé, un état prostré et un abdomen
sensible. L'autopsie post-mortem a révélé la présence de malformations des feetus. Dans le
groupe ayant recu une dose de 40 mg/kg, une femelle est morte aprés 12 jours de gestation,
et une seconde n'a pas survécu a la mise-bas (les nouveau-nés en bonne santé apparente ont
été mis en nourrice auprés d'une autre femelle qui les a parfaitement intégrés a sa propre

portée).

L'analyse pléthysmographique des nouveau-nés exposés aux NPs ZnO lors de la gestation
n'a été menée que chez les animaux agés de 2 a 4 jours. En effet, le dispositif expérimental n'a
pas permis I'enregistrement des activités ventilatoires des rats les plus jeunes, leur faible taille
et la trés faible amplitude de leur activité respiratoire ne permettant pas de la distinguer du
bruit de fond. Avant chaque enregistrement, les animaux ont été pesés et hormis une prise de
poids normale liée a leur croissance, aucune différence n'a été observée entre les 3 conditions
(Figure 30B). Chez les rats nouveau-nés exposés au cours de la gestation, I'étude
pléthysmographique a révélé la présence d'une fréquence respiratoire significativement plus
basse comparée a celle des animaux du groupe sham (respectivement ; sham ; n=56, 174 +
1,37 bouffées/min; NPs ZnO 20 ; n=26 ; 154 + 2,7 bouffées/min ; p<0,05; NPs ZnO 40 ; n=22 ;
152 + 1,06 bouffées/min ; p<0,05; Figure 30C). |l est a noter qu'aucune différence significative
de la fréquence respiratoire n'a été observée pour les deux groupes d'animaux exposés a des

doses différentes de NPs ZnO.

Une derniére analyse a porté sur la survenue de pauses ventilatoires dans les 3 groupes
d'animaux. Si le nombre d'animaux présentant des pauses ne semblent pas étre affecté par
I'exposition chronique aux NPs ZnO au cours de la gestation (Sham ; 82,1% (46/56 animaux) ;
NPs ZnO 20 ; 88,4% (23/26) ; NPs ZnO 40 ; 68,2% (15/22)), une augmentation significative de
la durée moyenne des pauses a été observée pour le groupe NPs ZnO 20 (1,9 £ 0,2 sec ; n=23 ;

p<0,05 ; Figure 30D) comparé au groupe sham (1,3 + 0,04 sec ; n=46). Pour les animaux du
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groupe NPs ZnO 40, il est a noter que la durée des pauses présente également une tendance
a 'augmentation (1,40 £ 0,08 sec ; n=15), mais de maniére non significative. Enfin, le nombre
de pauses par minute ne varie pas de maniere significative (Figure 30E), malgré une tendance
a la diminution lors de I'injection des NPs aux méres gestantes (respectivement ; 0,33 £ 0,03
pauses/min; Sham; n=46; 0,23 + 0,03 pauses/min; NPs ZnO 20; n= 23 ; 0,21 + 0,03
pauses/min, NPs ZnO 40 ; n=15). La fréquence ventilatoire étant différente entre les 3 groupes
expérimentaux, le ratio nombre de pauses/cycle respiratoire a donc été calculé dans le but de
s'affranchir de cet effet fréquence. Toutefois, aucune variation significative n'a la encore pu
étre mise en évidence, malgré cette tendance a la baisse du nombre de pauses chez les
animaux exposés (respectivement ; 1,91.103 + 0,18.10°3 pauses/cycle ; Sham ; n=46 ; 1,5.10°3
+0,22.10°3 pauses/cycle ; NPs ZnO 20 ; n=23; 1,36.103 + 0,19.10°3 pauses/cycle, NPs ZnO 40 ;
n=15).

Discussion

Cette étude a permis de mettre en évidence des modifications de la fonction respiratoire
chez les animaux nouveau-nés aprées une exposition chronique aux NPs ZnO au cours de la
gestation. En effet, la mesure de |'activité ventilatoire par une technique de pléthysmographie
corps entier montre une diminution de la fréquence et une augmentation de la durée des
pauses respiratoires. Ces résultats suggérent fortement que I'exposition chronique aux NPs
ZnO en période prénatale engendrerait une atteinte développementale des réseaux

respiratoires centraux.

Toutefois, des études antérieures montrent que la supplémentation de zinc pendant la
gestation peut avoir des propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoire, anti-apoptotique (da

Costa et al. 2013). L'exposition prénatale au zinc semble bénéfique au développement

comportemental et immunologique des enfants (Surkan et al. 2012). Néanmoins, les

matériaux a |'état de nanoparticules possedent des effets biologiques et environnementaux
pouvant étre bien différents des composés de plus grandes tailles, méme lorsque leur

innocuité a été montrée (Yoshida et al. 2009). Ainsi, L'étude de la toxicité développementale

devient alors une question de plus en plus importante dans le recherche des effets déléteres

des NPs (Fujitani et al. 2012).
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Lors de cette étude, l'injection de NPs ZnO n'a pas provoqué d'effet reproducteur sur les
animaux, la gestation ayant eu lieu chez toutes les femelles. En revanche, I'exposition aux NPs
a systématiquement induit des phénomeénes inflammatoires au niveau du point d'injection
ainsi que la mort de 3 femelles gestantes. La dose la plus importante utilisée était de 40 mg/kg.
Or, un rapport de 2010 du Korean Ministry of Food and Drug Safety (KFDA 2010) montre que
la dose sans effet nocif observable (DSENO) des NPs ZnO est de 268,4 mg/kg sur le rat Sprague-

Dawley, bien au-dessus des doses utilisées dans notre étude.

Lors de I'enregistrement de I'activité respiratoire des nouveau-nés, nous avons observé une
baisse de la fréquence ventilatoire et une augmentation de la durée des pauses respiratoires
lors de I'exposition des méres aux NPs ZnO. Ces résultats montrent que les NPs ZnO présentes
chez des animaux en cours de développement sont capables d'agir sur les structures
responsables de la genése et la mise en place de l'activité respiratoire. Néanmoins, une
différence a pu étre observée entre les deux protocoles, avec une diminution de la fréquence
lors de I'exposition chronique in vivo et une augmentation lors de I'exposition aiglie ex vivo.

Les conditions de I'expérience n'étant pas semblable, la différence pour s'expliquer.

Premierement, le mode d'administration est différent. Lors des expériences in vivo, le
systéme nerveux était exposé des les premiers stades de développement, ce qui n'était pas le
cas ex vivo. Or de nombreuses études montrent une différence d'effet entre une exposition
prénatale ou postnatale a une substance. Par exemple la présence d'asthme chez I'enfant lors

d'une exposition au tabac est fortement corrélée a I'exposition prénatale (Pattenden et al.

2006). A l'inverse, l'effet de l'alcool sur le développement de I'hippocampe semble plus

important lors d'une exposition postnatale (West et Hamre 1985). Concernant le mode

d'administration, il a déja été montré que l'injection périphérique ou centrale du précurseur
de la sérotonine (5-HTP) pouvait avoir des effets totalement opposés sur |'activité respiratoire

(Millhorn et al. 1983). Ainsi chez le chat, le 5-HTP provoque une augmentation prolongée de

I'activité respiratoire lorsqu'il est administré dans le troisi€eme ventricule, mais conduit en
revanche a une inhibition prolongée lorsqu'il est injecté par voie intraveineuse. Ces résultats
montrent la difficulté d'interprétation (et la prudence nécessaire pour les discuter) aprés
I'administration d'agents exogénes. Enfin, la dose d'exposition dans nos séries expérimentales
était également différente. En effet, I'action des NPs peut différer selon qu'elles soient

administrées de facon aiglie ou chronique. Par exemple, I'exposition de drosophiles aux NPs
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d'argent provoquent un arrét du développement des larves lors d'une application aigiie, et

une baisse de la fertilité lors d'une application chronique (Panacek et al. 2011)

Deuxiemement, les modéles exposés aux NPs n'étaient pas identiques. En effet, les
préparations ex vivo sont réduites et ne disposent d'aucun retour sensoriel ni de structure
supra-pontique modulatrice présente in vivo. Or ces structures ont de puissants effets
inhibiteurs sur la respiration comme par exemple via les nerfs laryngées et vagues (Sessle et

al. 1978), ou le noyau adrénergique A5 (Errchidi et al. 1991). Il n'est donc pas exclu qu'une

action excitatrice des NPs ZnO (voir chapitre Il) sur ces nombreuses structures puisse rendre
compte de la diminution de fréquence ventilatoire observée sur les rats nouveau-nés exposés
au cours de la gestation. Enfin, si les résultats issus de I'étude ex vivo montrent clairement une
action des NPs ZnO sur le complexe pré-Botzinger, nous ne disposons actuellement d'aucune
donnée concernant les effets de ces NPs sur l'activité du pFRG, noyau également impliqué

dans la genése du rythme respiratoire et présent chez les animaux se comportant.
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Chapitre IV: Effets des NPs ZnO sur [|'activité
locomotrice

Résumé

La locomotion est un comportement moteur essentiel pour un organisme, lui permettant
de réaliser des taches fondamentales comme la recherche de nourriture, d'habitat ou encore
d'un partenaire. La production de cette activité est sous la dépendance des générateurs
centraux du rythme locomoteur (CPGs) qui permettent I'obtention d'une activité rythmique,
complexe et organisée entre les différents muscles effecteurs des membres. Dans le cadre de
I'étude des effets des NPs ZnO sur le fonctionnement des réseaux de neurones moteurs et
compte-tenu des interactions et des couplages étroits existant entre les fonctions respiratoire
et locomotrice, le but de cette partie expérimentale a été d'étudier la potentielle neurotoxicité
de ces NPs sur la commande centrale de I'activité locomotrice. Pour cela, des préparations de
tronc cérébral/moelle épiniére isolés ex vivo de rats nouveau-nés ont été exposées de maniere
aiglie aux NPs ZnO. Ces expériences ont permis de montrer que les NPs induisaient un
ralentissement du rythme locomoteur et perturbaient I'organisation temporelle de cette
activité. L'ensemble de ces données expérimentales tend a montrer qu'une exposition aiglie
et/ou chronique aux NPs ZnO est suivie de nombreux effets délétéres sur I'activité de
différents réseaux de neurones moteurs engagés dans la genese et le contréle d'importantes

fonctions vitales telles que la respiration et la locomotion.

Introduction

Les résultats exposés précédemment (chapitres Il et lll des résultats) ont permis de mettre
en évidence les effets potentiellement neurotoxiques et déléteres des NPs ZnO sur le systeme
nerveux central, et en particulier sur l'activité des réseaux centraux rythmogenes de la
respiration. De nombreuses études portant sur les interactions entre CPGs impliqués dans
différentes fonctions somatiques ou végétatives chez les mammiféres ont clairement montré
I'existence de coordinations étroites entre les activités des centres respiratoires et celles

d'autres fonctions motrices rythmiques tels que la déglutition (Martin et al. 1994), la

mastication (McFarland et Lund 1993), le vomissement (Grélot et Miller 1994), ou encore la

locomotion (Morin et Viala 2002, Giraudin et al. 2008, Giraudin et al. 2012, Le Gal et al. 2014,
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Le Gal et al. 2016). Ainsi la déglutition, dont les centres sont aussi situés dans le tronc cérébral,

induit un arrét temporaire de I'activité respiratoire, suivi d'une grande expiration de maniere
a limiter les risques de fausse route. La mastication va entrainer une diminution de la
fréquence respiratoire, mais sans corrélation avec la fréquence masticatoire. Le vomissement,
qui peut étre déclenché par de nombreuses afférences (buco-pharyngées, cardiaques,
digestives, vestibulaires, de I'area prostrema...), posséde un patron complexe généré par un

centre de coordination dans le bulbe rachidien du tronc cérébral (Borison et Wang 1949). Ce

patron révele une coordination de nombreux éléments telles une co-contraction des muscles
inspiratoires (diaphragme) et expiratoires (abdominaux), augmentant la pression intra-
abdominale, et aboutissant a I'évacuation du bol alimentaire par ouverture de |'cesophage et
la fermeture des voies respiratoires. Le vomissement est suivi de la contraction des muscles
du cou et d'un réflexe de mastication permettant le nettoyage de la cavité pharyngée. Le co-
contraction des muscles respiratoires montre une forte coordination entre les centres
respiratoires et celui du vomissement, les centres inspiratoires et expiratoires s'activant de

maniere synchrone lors de cette activité (Bianchi et al. 1992). La locomotion et la respiration

sont deux activités étroitement liées, puisqu'un couplage de leur fréquence intervient (par

exemple un cheval au gallot respire une fois par cycle locomoteur, (Bramble et Carrier 1983)).

Ce dernier couplage présente l'intérét de limiter les "conflits" biomécaniques et donc de
réduire la dépense énergétique, tout en contribuant a I'amélioration des échanges gazeux lors

d'un exercice soutenu (Banzett et Lehr 1982). Ce couplage repose chez certains animaux sur

le phénomeéne de piston viscéral (le mouvement des organes pendant la course entraine chez

certaines especes des mouvements du diaphragme (Bramble et Jenkins 1993)) mais des

structures nerveuses semblent également impliquées, la stimulation des afférences
sensorielles impliqués dans la locomotion permettant d'influer sur le rythme respiratoire

(Giraudin et al. 2012). Dans ces conditions, on ne peut exclure que des altérations des activités

respiratoires lors d'une exposition aux NPs puissent indirectement transformer et/ou
dégrader les activités rythmiques d'autres fonctions. De plus, lors d'une exposition systémique
aux NPs et compte-tenu des effets connus de ces particules sur les CPGs respiratoires, des
altérations directes sur l'activité d'autres générateurs de rythme peuvent étre envisagées.
Toutefois, aucune donnée n'est actuellement disponible, notamment concernant les effets
potentiellement neurotoxiques des NPs sur le fonctionnement et les activités de type

locomoteur.
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Interconnectés et localisés aux niveaux cervical et lombaire de la moelle épiniere, les CPGs
locomoteurs permettent I'obtention d'une activité organisée et alternée entres les membres
postérieurs et antérieurs, les membres d'une méme ceinture appendiculaire, et les muscles

antagonistes d'une méme articulation (Cazalets et al. 1995, Kjaerulff et Kiehn 1996, Ballion et

al. 2001, Juvin et al. 2007, Juvin et al. 2012).

Le but de ce travail est I'étude des effets d'une exposition aiglie aux NPs ZnO sur l'activité
locomotrice. L'utilisation d'une préparation de moelle épiniere/tronc cérébral isolés ex vivo
de rats nouveau-nés, et de technique d'électrophysiologie extracellulaire, ont permis
d'étudier les effets des NPs ZnO lors de l'induction pharmacologique d'un épisode de
locomotion fictive. Ce travail, encore préliminaire, montre donc une baisse de la fréquence

locomotrice et une perturbation des phases d'activité lors d'une exposition aiglie aux NPs ZnO.

Matériels et méthodes

L'ensemble des protocoles est détaillé dans le chapitre "Matériels et Méthodes" général

(page 66).

Afin d'étudier I'effet des nanoparticules sur l'activité locomotrice, la préparation de tronc
cérébral/moelle épiniére de rat nouveau-né isolés ex vivo a été utilisée. L'activité locomotrice
a été enregistrée a l'aide de techniques d'électrophysiologie extracellulaire, des électrodes de
succion ayant été placées au niveau des racines spinales ventrales cervicales C8, lombaires L2
et L5. En condition témoin, un épisode de locomotion fictive de 10 min est induit
pharmacologiquement (15 uM 5-HT; 7,5 uM NMDA), puis un second est de nouveau
provoqué aprés un temps d'attente de 2h. A noter que lors de la premiére application, les
préparations dont les phases locomotrices étaient spontanément perturbées ou dont la
période était supérieure a 5 secondes ont été systématiquement écartées. Pour les
préparations exposées aux NPs ZnO, un premier épisode de locomotion fictive a été déclenché
en 'absence de NPs (épisode témoin), puis les NPs ZnO ont été appliquées a la concentration
de 10 pg/mL. Aprés 2h d'exposition, un second épisode de locomotion fictive est
pharmacologiquement induit. Une barriere étanche de Vaseline a parfois été mise en place

afin d'appliquer sélectivement les NPs sur le tronc cérébral ou la moelle épiniére.
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Figure 31: Caractérisation de I'activité locomotrice fictive d'une préparation ex vivo de rats
nouveau-nés

(A, B) Enregistrements de l'activité locomotrice fictive pharmaco-induite (NMDA 7.5uM/5-HT
15uM) au niveau des racines ventrales cervicales (C8d) et lombaires (L2d, L2g, L5g), au début de
I'expérience (t= 0, A) et aprés 2h sans application pharmacologique (t= 2h, B). Sur chaque tracé
sont visibles le signal brut (noir) et le signal intégré (blanc). Linsert illustre les conditions
d’enregistrement de la préparation de tronc cérébral/moelle épiniére isolée ex vivo de rat
nouveau-né.

(C, D) Diagrammes représentant les relations de phases entre les différentes racines locomotrices
at=0(C) et t=2h (D). La zone bleue indique 2 racines dont les activités sont synchrones (C8d/L2d),
et la zone rouge, des activités alternées (L2g/L2d et L2g/L5q). La fleche rouge indique la relation
de phase moyenne sur les 60 secondes d’enregistrement ayant servies a I'analyse.

(E, F) Diagrammes en batons représentant la durée moyenne (+ SEM) du cycle locomoteur par
racine sur I'ensemble des préparations enregistrés (n=7) a t=0 (E) et t=2h (F).
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Résultats

L'activité locomotrice fictive

L'activité locomotrice fictive est déclenchée par I'ajout simultané de sérotonine (5-HT ; 15
KUM) et de N-methyl D-aspartate (NMDA ; 7,5 uM) dans le milieu de survie de la préparation
tronc cérébral/moelle épiniére ex vivo de rat nouveau-né. Aprés une période pendant laquelle
I'excitabilité neuronale est progressivement accrue en présence de ce cocktail
pharmacologique, des épisodes de locomotion fictive stables sont observés au niveau des
racines spinales ventrales C8 droite (extenseur), L2 droite et gauche (fléchisseur), et L5 gauche
(extenseur ; Figure 31A). Cette activité est caractérisée par des bouffées de potentiels d'action
d'une période moyenne de 4 + 0,28 sec (n=7 ; Figure 31E), synchrones entre les racines

spinales C8d et L2d, et alternées entre les racines L2g/L2d et L5g/L2g (Figure 31C).

Aprés deux heures de repos pendant lesquelles aucune activation pharmacologique n'est
effectuée, une seconde application de NMDA/5-HT est réalisée (Figure 31B). Sur les 7
préparations, aucune variation significative de la période n'est observée entre les 2
applications (période moyenne de L2d ; 3,36 + 0,29 sec ; n=7; p=0,08; Figure 31F). De plus, les
phases locomotrices sont restées stables (Figure 31D), exceptée dans le cas d’une
préparation, pour laquelle la synchronie classiquement décrite entre les activités des racines

C8d et L2d a fait place a une alternance.

Effet des NPs ZnO sur l'activité locomotrice fictive

Avant |'application des NPs ZnO, une premiére application pharmacologique NMDA/5-HT
est effectuée afin de déclencher un épisode de locomotion fictive. L'activité était en tout point
comparable a celle observée dans le groupe témoin, présentant une alternance bilatérale
(L2d/L2g), une alternance de type fléchisseur/extenseur (L2g/L5g), ainsi qu'une activité
synchrone entre les racines C8d/L2d sur I'ensemble des préparations (n=17, Figure 32A). De
plus, aucune différence significative de la période locomotrice (3,89 + 0,16 sec ; n=17; p=0,77;
Figure 32C) n'a été décelée. A la suite de cette premiére application pharmacologique, les NPs
ZnO ont été ajoutées au milieu de perfusion a une concentration de 10 pug/mL. Aprés 2h
d'incubation, une seconde application pharmacologique NMDA/5-HT a été réalisée (Figure
32B). Dans ces conditions expérimentales, la période locomotrice est significativement

augmentée en présence de NPs ZnO (période moyenne ; 4,94 + 0,40 sec; p<0,05; n=17;
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Figure 32: Effets d'une application aigué de NPs ZnO sur la période et les relations de phase
de I'activité locomotrice fictive

(A, B) Enregistrements de I'activité locomotrice fictive pharmaco-induite (NMDA 7.5uM/5-HT
15uM) au niveau des racines ventrales cervicales (C8d) et lombaires (L2d, L2g, L5g), au début de
I'expérience (t= 0, A) et aprés 2h d’application d’'une concentration de 10 ug/mL de NPs ZnO (t=
2h, B). Sur chaque tracé sont visibles le signal brut (noir) et le signal intégré (blanc). Linsert illustre
les conditions d’enregistrement de la préparation de tronc cérébral/moelle épiniere isolée ex vivo
de rat nouveau-né.

(C, D) Diagrammes en batons comparant la durée moyenne (+ SEM) du cycle locomoteur par
racine a t= 0 entre le groupe contrble (n=7) et le groupe exposé par la suite aux NPs ZnO (n=17;
C) et entre t=0 et aprées 2h d’exposition a une dose de 10 ug/mL de NPs ZnO (n= 17; D). *p<0.05.
(E, F) Diagrammes représentant un exemple de changement de phase, suite a I'application sur la
préparation pendant 2h des NPs ZnO, entre les racines C8d et L2d (E) et les racines L2g et L5g (F).
La zone bleue indique 2 racines dont les activités sont synchrones, et la zone rouge, des activités
alternées. La fleche rouge indique la relation de phase moyenne sur les 60 secondes
d’enregistrement ayant servies a I'analyse.

(G) Tableau présentant le pourcentage de changements de phase observés entre les racines
C8d/L2d et L2g/L5g ainsi que le nombre de préparations pour chaque condition expérimentale.
TC: Tronc cérébral, ME: Moelle épiniére.



Figure 32D), traduisant un ralentissement du rythme locomoteur. Des altérations du patron
sont également observées. Ainsi, 35% des préparations (6/17, Figure 32G), présentent un
changement de phase entre les activités des racines C8d et L2d, d’activités synchrones a
alternées (Figure 32E). De plus, 24% des préparations exposées (4/17) montrent une
disparition de I'alternance de type fléchisseur/extenseur au niveau lombaire (L2g et L5g,

Figure 32F, G).

Une cible préférentielle des NPs ZnO dans le systeme nerveux ?
Bien que les CPGs locomoteurs soient situés dans la moelle épiniere, des structures
supraspinales telles que la MLR ou la formation réticulée sont aussi impliquées dans le

déclenchement et l'organisation de l'activité locomotrice (Atsuta et al. 1990). Afin de

déterminer si les NPs ZnO agissent préférentiellement sur telle ou telle structure locomotrice
dans le systéme nerveux central, les NPs ZnO ont été appliquées de maniere différentielle sur
le tronc cérébral (TC) ou sur la moelle épiniére (ME) grace a l'utilisation d'une barriere étanche
de Vaseline. Lors d'épisodes locomoteurs déclenchés par une premiére application de
NMDA/5-HT (sans NPs ZnO), les périodes locomotrices étaient de nouveau comparables a
celles observées lors des conditions témoin, que ce soit dans le groupe ME (période moyenne
de L2d; 3,31 £ 0,23 sec; n=7; Figure 33A) ou le groupe TC (période moyenne de L2d; 3,65 +
0,23 sec; n=7; Figure 33B). Apres deux heures d'incubation en présence des NPs ZnO a une
dose de 10 pg/mL, une seconde application pharmacologique de NMDA/5-HT déclenche des
activités rythmiques de locomotion fictive dont la période n'est pas modifiée de maniere
significative, malgré une tendance a I'augmentation (groupe ME; période moyenne L2d; 5,48
1 1,12 sec; n=7; p=0,113; Figure 33C; groupe TC; période moyenne L2d; 5,29 £ 0,72 sec; n=7;
p=0,085; Figure 33D). De plus, des modifications du patron locomoteur ont pu étre observées
dans les 2 groupes expérimentaux (Figure 32G). De maniére intéressante, au sein du groupe
TC exposé aux NPs ZnO, 29% des préparations testées (2/7) montrent une perte de synchronie
entre les racines C8 et L2 ipsilatérales, et 14% ont vu I'activité des racines L2 et L5 ipsilatérales

devenir synchrones (Figure 32G).
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Figure 33: Implication des structures du tronc cérébral et de la moelle épiniére dans I'effet
sur l'activité locomotrice ex vivo d’une application aigué de NPs ZnO

(A, C) Diagrammes en batons comparant la durée moyenne (+ SEM) du cycle locomoteur par
racine a t= 0 entre le groupe contrble (n=7) et le groupe exposé par la suite aux NPs ZnO (n=17;
A) et entre t=0 et apres 2h d’exposition uniquement de la moelle épiniére a une dose de 10 ug/mL
de NPs ZnO (n=7; C).

(B, D) Diagrammes en batons comparant la durée moyenne (+ SEM) du cycle locomoteur par
racine a t= 0 entre le groupe contrble (n=7) et le groupe exposé par la suite aux NPs ZnO (n=17;
B) et entre t= 0 et aprés 2h d’exposition uniquement du tronc cérébral a une dose de 10 ug/mL de
NPs ZnO (n=7; D).



Discussion

Les données préliminaires de cette étude ont mis en évidence que |'exposition aiglie aux
NPs ZnO peut engendrer des perturbations des générateurs de rythme impliqués dans la
production des activités locomotrices. Les principaux résultats se concentrent autour d'un
allongement de la période locomotrice (effet rythme) et d'une perturbation des relations de

phase entre les activités de différentes sorties motrices (effet patron).

Plusieurs études se sont déja intéressées a |'effet des NPs sur la locomotion. Ainsi, les NPs
d'argent induisent chez le rat une diminution du poids et de I'activité locomotrice (Zhang et
al. 2013). Les NPs de titane réduisent la vitesse de nage et I'activité générale chez le zebrafish

(Danio rerio) lors d'une exposition embryonnaire (Chen et al. 2011). Enfin, les NPs ZnO,

toujours lors d'une exposition embryonnaire chez le zebrafish, augmentent le délai avant

éclosion, et diminuent également l'activité locomotrice des animaux (Chen et al. 2014).

Malgré ces résultats sur le comportement locomoteur des animaux, aucune étude ne s'est
encore intéressée a |'effet direct des NPs sur les réseaux générant et organisant l'activité

locomotrice chez le mammifére nouveau-né.

Des études antérieures ont montré que les NPs métalliques peuvent interférer avec le
métabolisme du glutamate (diminution de la libération synaptique) et induire une diminution

du nombre de récepteurs NMDA (Ma et al. 2010, Hong et al. 2015, Begum et al. 2016). Or, la

commande supra-spinale excitatrice projetant sur les CPGs lombaires est de type
glumatergique, la concentration de glutamate libéré permettant de réguler le rythme

locomoteur (Cazalets et al. 1992, Talpalar et Kiehn 2010). Ainsi, les NPs pourraient provoquer

une diminution de la commande supra-spinale par diminution du taux de glutamate
synaptique (effet présynaptique, application sur le tronc cérébral) ou du nombre de
récepteurs NMDA disponibles (effet post-synaptique, application sur la moelle épiniére),
aboutissant au ralentissement du rythme observé lors de nos expériences. De plus, |'effet pro-

apoptotique des NPs ZnO via l'induction de ROS (Lai et al. 2008, Deng et al. 2009, Guo et al.

2013, Valdiglesias et al. 2013, Sruthi et Mohanan 2015) pourrait diminuer le nombre de

neurones actifs au sein du CPG locomoteur, influencant aussi le rythme de I'activité
locomotrice, mais également le couplage entre les différentes composantes de cette activité.
Comme évoqué en introduction, l'activité locomotrice est intimement liée a I'activité

respiratoire. Au vu des effets que peuvent avoir les NPs ZnO sur le couplage intrinséque des
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réseaux locomoteurs (i.e., coordinations inter-segmentaires), ces derniéres pourraient
également agir sur le couplage de I'activité locomotrice avec d'autres fonctions telles que la
respiration. Une perturbation de ce couplage pourrait augmenter la dépense énergétique de
I'organisme, mais aussi diminuer les performances a l'effort, de par la baisse de la qualité de
I'échange gazeux au niveau pulmonaire. L'effet possible sur ces couplages, ajoutés aux effets
démontrés dans cette étude sur les réseaux respiratoires et locomoteurs, pourraient

fortement impacter un organisme dées les premiers stades de son développement.
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Discussion générale




L'ensemble des résultats ayant été discuté au fur et a mesure de leur présentation, je
m’attacherai dans cette derniere partie a reprendre de maniére succincte les principales
données expérimentales de mon travail de thése, puis a évoquer la vulnérabilité pré- et post-
natale notamment des fonctions cérébrales vis-a-vis de I'exposition a différents substances
neuroactives, pour continuer sur une réflexion personnelle concernant I'évaluation du risque
chimique lié a I'exposition aux nanoparticules, et terminer par les avancées majeures que

permettront les NPs dans le domaine médical.

Rappel des principaux résultats

Ce travail de thése a permis de montrer que les NPs ZnO pouvaient exercer une action
modulatrice, devenant rapidement délétére, sur le fonctionnement de 2 réseaux moteurs du
systéme nerveux central. Sachant que les voies d'entrée des NPs ZnO dans I'organisme sont

multiples (Choi et al. 2010, Kao et al. 2012) et que ces particules ont la capacité de passer la

barriere hématoencéphalique pour rejoindre le SNC (Cho et al. 2013), nous avons fait le choix

d'étudier les effets potentiellement neurotoxiques que pourraient avoir les NPs ZnO lors d'une
exposition aiglie sur le systeme nerveux. Cela a déja été rapporté sur I'hippocampe (Zhao et

al. 2009) ou sur des cultures de neurones (Deng et al. 2009, Valdiglesias et al. 2013). A notre

connaissance, ce travail est le premier a montrer les effets neurotoxiques des NPs ZnO sur le
fonctionnement de réseaux moteurs neuronaux engagés dans des fonctions vitales que sont

la respiration et la locomotion.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux caractéristiques des NPS ZnO
utilisées dans ce travail doctoral. L'utilisation de la microscopie électronique en transmission
a permis d'observer leur forme ovoide et de mesurer leur taille moyenne de 34 nm (Figure
21). Bien que potentiellement insolubles (les NPs ZnO étant en suspension dans le milieu), les
données obtenues par spectrométrie atomique de flamme ont révélé qu'une faible fraction
(Figure 21D) pouvait se dissocier en zinc libre, cette fraction étant vraisemblablement

insuffisante pour induire des effets neuronaux (Marin et al. 2000, Valdiglesias et al. 2013).

L'utilisation de la préparation de tronc cérébral/moelle épiniére isolés ex vivo de rat
nouveau-né nous a alors permis de déterminer les effets des NPs ZnO sur l'activité respiratoire
centrale. L'application aiglie des NPs sur la préparation induit une accélération du rythme

respiratoire, suivi d'un arrét précoce et définitif de toute activité (Figure 23). L'application
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limitée au tronc cérébral (Figure 25) et |'utilisation de tranches contenant le générateur du
rythme inspiratoire (Figure 26) montrent que I'action des NPs cible en particulier le complexe
pre-Botzinger. Enfin les enregistrements électrophysiologiques en patch-clamp précisent les
effets cellulaires de I'exposition a ces NPs et montrent une dépolarisation spécifique des
neurones inspiratoires du préBotC, mécanisme probable a la base de I'accélération du rythme
sur préparations exposées, ainsi qu'une baisse progressive de I'amplitude des potentiels

d'action qui contribuerait a I'arrét de I'activité respiratoire (Figure 27).

Sur la base de ces résultats, notre travail a intégré une étude chez I'animal in vivo en
période prénatale, les foetus de rats étant alors exposés aux NPs ZnO par le biais d'injections
répétées chez les femelles gestantes tout au long de la gestation. Nous avons ainsi évalué les
effets d'une application chronique des NPs sur le développement et la mise en place des
réseaux respiratoires, grace a l'utilisation de la pléthysmographie corps entier chez le rat
nouveau-né. A l'instar des données ex vivo, les résultats montrent une altération de |'activité
ventilatoire chez les animaux agés de 2 a 4 jours, se traduisant cette fois par une baisse de la
fréquence respiratoire moyenne (Figure 30C), ainsi qu'un allongement des pauses
respiratoires (Figure 30D). Ces données expérimentales d'exposition chronique au cours de la
gestation confortent I'hypothése d'une transmission verticale materno-feetale des NPs ZnO

via la barriére placentaire et leur action modulatrice sur le systéme respiratoire.

Enfin, sur la base de notre contribution a I'étude des effets de ces NPs sur le systeme
nerveux central en général et sur le fonctionnement des réseaux neuronaux moteurs en
particulier, une partie de notre étude s'est concentrée sur le fonctionnement d'autres
générateurs de rythmes dans les conditions normales et lors d'une exposition aiglie aux NPs
de ZnO. Ainsi, des résultats préliminaires montrent que ces particules altérent également le
fonctionnement des réseaux spinaux locomoteurs, induisant sur préparations isolées ex vivo
un ralentissement du rythme associé a une profonde désorganisation du patron locomoteur

(Figure 32).
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Période périnatale et vulnérabilité

Pendant la grossesse, I'organisme en développement présente une vulnérabilité accrue a
de nombreuses substances, surtout pendant les premieres semaines de développement. En
effet chez I'Humain, les 8 premiéres semaines de développement embryonnaire (apres
fécondation, soit 10 semaines d'aménorrhée) correspondent aux étapes d’organogenése
pendant lesquelles I'ensemble des organes se différencie et se met en place. En parallele, le
placenta n'entre réellement en fonction qu'a partir de la 4°™¢ semaine de développement,
moment ou les bourgeons primitifs d'organes sont déja différenciés, et ne sera totalement
formé qu'a partir de la 18°™¢ semaine de développement. Malgré la présence du placenta,
dont le rble ne se limite pas a celui de barriére (nutrition, respiration, excrétion, fonction
endocrine), de nombreux éléments sont capables d'agir sur l'embryon, que ce soit
indirectement, par un effet sur la physiologie maternelle, ou directement par le biais d'un
passage placentaire (transmission verticale). En effet, le placenta n'est pas une barriére stricte
et laisse passer de nombreux éléments vers I'embryon tels les nutriments, les virus, les
substances toxiques, ou encore les médicaments. Ces derniers peuvent agir sur le
développement de nombreuses structures dont le cerveau et avoir des conséquences sur
I'ensemble de la vie de l'individu. Le stress de la mére par exemple est connu pour avoir de
nombreux effets déléteres sur le développement de l'enfant, augmentant le risque
d'avortement et de naissance prématurée, mais pouvant aussi perturber leur systéme
endocrinien (le rendant plus susceptible au stress) et provoquer des troubles du
comportement (tels des troubles moteurs, un retard mental, une hyperactivité), les hormones
du stress (corticostéroides) étant capables de passer la barriere placentaire et agir

directement sur le foetus (pour revue, (Mulder et al. 2002)).

Ainsi, le systeme nerveux central reste vulnérable aux facteurs extérieurs tout au long de
son développement, que ce soit en période prénatale ou en période postnatale. En effet, la
mise en place et le fonctionnement du systeme nerveux d'un nouveau-né est encore

immature, la myélinisation (Ballesteros et al. 1993), les synapses (Huttenlocher et de Courten

1987) et certains courants ioniques (Swann et al. 1989) n'étant pas encore totalement

opérationnels apres la naissance. Les divers polluants atmosphériques, dont les

nanoparticules font partie, pourraient donc agir sur ces processus développementaux et
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perturber la mise en place et le bon fonctionnement des réseaux neuronaux, a l'instar de
nombreuses substances dont les effets périnataux sont maintenant bien connus. En effet, au
cours de la gestation, le foetus peut étre exposé a de nombreux éléments extérieurs, que ce
soit lors d'une exposition choisie par la mere (alcool, tabac, cannabis...), ou lors d'une

exposition subie (pesticides, particules ultrafines atmosphériques...).

Par exemple, I'absorption d'alcool par la mére peut provoquer chez I'enfant des troubles
de l'intelligence, de I'attention et de la mémoire, méme pour de faibles doses ingérées. Les
effets de I'alcool peuvent étre directs (I'alcool passant la barriére placentaire) ou indirects
(induction d'une hypoxie, apparition de ROS), les deux entrainant des atteintes cérébrales

chez le foetus (West et al. 1994). En effet, une fois passé la barriere placentaire, I'alcool se

retrouve stocké dans le liquide amniotique, augmentant la durée d'exposition du foetus et
provoquant des phénomeénes vasoconstricteurs qui diminuent les échanges de nutriments et
d'oxygene entre la mere et I'enfant (Pollard). Les effets de I'alcool sur le systéme nerveux en
développement sont multiples, allant de |'altération de la prolifération et de la migration
neuronale, de l'induction de mort cellulaire jusqu'a une modification de I'arborisation

dendritique (West et al. 1994). Les effets peuvent également étre plus spécifiques, I'alcool

pouvant agir directement au niveau de la neurotransmission. A faible concentration, il altére

I'activité des récepteurs GABA (Zorumski et al.) et est un inhibiteur compétitif des récepteurs

NMDA, perturbant alors les phénomeénes de potentialisation et de dépression a long terme,

processus impliqués dans tous les processus mnésiques et d'apprentissage.

Autre exemple, le cannabis est I'une des substances psychoactives illicites les plus

consommeées dans le monde ((UNODC) 2014). Il est souvent considéré comme un agent

récréatif plutot inoffensif malgré les preuves évidentes d'un impact délétere sur les systémes
nerveux adultes ou en cours de développement. Le corps humain possede ses propres
endocannabinoides, impliqués dans de nombreuses fonctions telles que le mouvement, la
mémoire, I'appétit, la thermorégulation, la douleur ou le systeme immunitaire (Jaques et al.
2014). Ces récepteurs sont exprimés t6t au cours du développement et sont impliqués dans
les phénomenes de prolifération et de migration neuronale, mais également dans la
synaptogenése. Ainsi, I'exposition aux cannabinoides exogenes au cours du développement
perturbe ces processus développementaux impliquant les récepteurs aux cannabinoides

(Jutras-Aswad et al. 2009). Indirectement, le cannabis perturbe également le développement
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du systeme dopaminergique, agissant sur la tyrosine hydroxylase, enzyme de synthése de la
dopamine, impactant alors la maturation des neurones dopaminergiques. Les conséquences
connues sont une augmentation du risque de maladie neuropsychiatriques comme la

dépression ou la schizophrénie (Seeman 2006, Volkow et al. 2007). De part ces mécanismes,

I'exposition prénatale au cannabis induit a long terme des troubles de I'apprentissage et de

I'attention (EI Marroun et al. 2011), mais également des troubles moteurs (Glass et al. 1997)

ou encore des pathologies liées a I'alimentation telles le diabéte, des troubles de I'appétit, ou

une dyslipidémie (Fried et al. 2001).

Une autre forme d'exposition subie en période prénatale et choisie par la mére est la
consommation de tabac (il est a noter que prés de 26% des meres américaines n'arrétent pas
de fumer pendant leur grossesse ((CDC) 2004)). Les nombreuses substances toxiques
contenues dans la fumée de cigarette (nicotine, monoxyde de carbone, acétone, arsenic,
plomb, mercure...) peuvent se retrouver et s'accumuler dans le compartiment fcetal des la

7¢me semaine de grossesse, que ce soit pour les fumeuses actives ou passives (Jauniaux et al.

1999). L'un des plus grands risques de I'exposition prénatale au tabac est I'augmentation de

la survenue de mort subite du nourrisson (Prabhu et al. 2010). A plus long terme, cette

exposition peut provoquer des troubles dans la régulation du rythme cardiaque, augmentant

le risque de maladies cardiovasculaires (Stephan-Blanchard et al. 2016), mais également des

altérations de I'apprentissage, de la mémoire, de I'ouie, du comportement, voire une atteinte

génétique (Zhou et al. 2014). Ces altérations peuvent s'expliquer par I'hypertrophie et la perte

neuronale induite par la fumée de tabac (Slotkin et Seidler 2010), mais aussi par I'action de la

nicotine sur les récepteurs cholinergiques de type nicotinique qui jouent un role crucial dans
le développement du cerveau foetal tel que la pousse axonale, la formation de synapses et la

survie cellulaire (Changeux 2010). De plus, I'exposition a la nicotine réduit le nombre de

cellules et de projections neuronales dans certaines zones cérébrales, telles que le noyau

caudé, augmentant la susceptibilité a la tachycardie ou a I'hypoxie feetale (Zhou et al. 2014).

En plus de ces effets neuronaux, I'exposition prénatale au tabac augmente le risque pour
I'enfant de développer des pathologies respiratoires, telles que des infections ou de I'asthme

(Prabhu et al. 2010), mais aussi un surpoids ou de I'obésité (Wells 2007), ou encore de

présenter des troubles de la reproduction (Zhang et al. 2015). A noter qu'apreés la naissance,

I'enfant peut encore se trouver exposé aux éléments toxiques du tabac via le tabagisme passif,

| 115



ou le lait maternel (Zhou et al. 2014), renforgant les mécanismes déléteres déja mis en place

pendant la grossesse.

En parallele, une mere peut également subir l'influence d'éléments environnementaux qui
peuvent impacter le développement du feetus. C'est le cas par exemple des pesticides
organophosphatés. Présents dans notre alimentation (mais aussi aérosolisés dans
I'atmosphere), ces produits chimiques sont déja connus pour induire des effets cancéreux,
neurologiques, reproductifs, immunologiques et génotoxiques y compris pour de faibles taux

d'exposition (Koureas et al. 2012). Au-dela de I'exposition périnatale qui nous intéresse ici,

notons que certains produits de cette famille, comme le glyphosate, sont au cceur de
problématiques de santé publique au vu de leurs effets a long terme notamment chez les
agriculteurs (perte de poids, maladie neurodégénérative de Parkinson..., (Duke 2017)) dont
les conséquences de I'exposition ont été reconnues comme maladie professionnelle en France
des 2012. Dans le cas de meres enceintes, ces molécules aux propriétés hydrophobes sont
capables de passer la barriere placentaire et d'agir sur le foetus en développement (Abdel-

Rahman et al. 2002). L'exposition périnatale aux pesticides induit chez les nourrissons une

réduction du poids et de la taille a la naissance (Perera et al. 2002, Mayhoub et al. 2014), puis

chez I'enfant des troubles cognitifs, moteurs et de [|'attention (Rauh et al. 2006), une

diminution de la mémoire de travail et du quotient intellectuel (Rauh et al. 2011), I'apparition

de tremblements (Rauh et al. 2015) mais peut aussi toucher d'autres organes tels que les

intestins (Darwiche et al. 2017). Certains des effets des pesticides sur le développement

peuvent s'expliquer par leur action inhibitrice sur I'acétylcholinestérase (AChE), une enzyme
jouant un réle important dans le systéme nerveux en dégradant |'acétylcholine libérée au
niveau synaptique. Cette inhibition a pour effet I'accumulation d'acétylcholine dans les
terminaisons nerveuses, sur-stimulant les récepteurs nicotiniques et muscariniques

(Ecobichon 2001) et interférant dés les premiers stades dans le développement du cerveau

(Rice et Barone Jr. 2000). Méme si dans de nombreux cas le taux d'exposition des méres et

des enfants n'est pas suffisant pour induire cette inhibition enzymatique, d'autres
mécanismes d'action des pesticides ont pu étre mis récemment en évidence in vitro

(Androutsopoulos et al. 2013). Ainsi I'exposition périnatale aux pesticides a des

concentrations n'inhibant pas I’AChE induit tout de méme une diminution du nombre de

neurites, une inhibition de la synthése d'ADN et une altération de la différenciation des
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cellules gliales (Flaskos 2012), mais également une phosphorylation des facteurs de

transcription impliqués dans le développement cérébral, perturbant les fonctions cognitives

(Schuh 2002).

Les polluants atmosphériques comprenant les particules fines, trés fines et ultrafines!
constituent un autre exemple d'exposition materno-feetale subie. Chez un adulte, I'exposition
a cette pollution provoque des effets a différents niveaux. Inhalées, elles induisent des
inflammations au niveau pulmonaire, potentialisent I'apparition de cancers pulmonaires et

augmenteraient le risque de maladies cardiovasculaires (Cesaroni et al. 2013). Lors d'une

exposition postnatale, les enfants vivant dans des zones fortement polluées peuvent
présenter a terme, en plus des effets inflammatoires au niveau pulmonaire, des déficits
cognitifs, des Iésions au niveau du cortex préfrontal ainsi que I'expression de facteurs de

risque a la maladie d'Alzheimer (Calderon-Garciduenas et al. 2008), potentiellement dus a un

ralentissement de la maturation neuronale chez les enfants exposés (Pujol et al. 2016). En

effet, des études in vitro ont montré que les particules inhalées par des méres gestantes

pouvaient se retrouver dans le cerveau de leur descendance (Sugamata et al. 2006b). D'un

point de vue comportemental, les animaux dont la mere a été exposée présentaient une
activité locomotrice réduite, induite par des perturbations de la neurotransmission, variant
selon les zones du cerveau. Ainsi le taux de dopamine est diminué dans le striatum et le noyau

accumbens (Yokota et al. 2009), mais augmenté, tout comme la noradrénaline, dans le

complexe préfrontal (Suzuki et al. 2010). A l'inverse, le taux de noradrénaline est diminué dans

le cervelet (Yokota et al. 2013). L'expression des récepteurs glutamatergiques de type NMDA

est également réduite dans I'hippocampe, impactant la mémoire spatiale (Yokota et al. 2015).

Enfin, des phénoménes apoptotiques ont pu étre observés au niveau des cellules

cérébelleuses de Purkinje (Sugamata et al. 2006a).

Le dernier exemple d'exposition subie concerne les nanoparticules de métaux ou d'oxyde

de métaux. Présentes dans notre quotidien sous différentes formes et dans de nombreux

1 On distingue en métrologie les PM1o (PM ou "Particulate Matter" pour matiéres particulaires), les PMas ou
encore les PMo,1 selon la taille des particules en micromeétre:

- PM1o particules en suspension dans l'air, d'un diametre aérodynamique inférieur a 10 um;

- PM2s dont le diamétre est inférieur a 2,5 um, appelées particules fines;

- PM1,0 dont le diameétre est inférieur a 1,0 um, appelées particules trés fines;

- PMo,1 dont le diameétre est inférieur a 0,1 um, appelées particules ultrafines ou nanoparticules.
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produits (voir "Propriétés nouvelles et applications des nanoparticules" — page 54), de
nombreux effets délétéres ont pu étre démontrés, dont le passage des barrieres biologiques
telles que la barriere placentaire (voir "Toxicologie des nanoparticules" — page 57). Les méres,
et par extension les feetus, y sont donc fortement exposés. Le recul n'étant pas encore
suffisant, les effets développementaux des NPs chez I'Homme restent pour le moment
inconnus. Néanmoins, plusieurs études, dont la notre, ont pu s'intéresser a leurs effets sur le

développement du cerveau de mammiferes et ce a plusieurs niveaux.

Au niveau comportemental et physiologique, plusieurs effets induits par I'exposition
prénatale aux NPs ont pu étre démontrés. Ainsi, I'inhalation maternelle de dioxyde de titane

induit dans la descendance des troubles sensorimoteurs (Hougaard et al. 2010) et de la

mémoire (Mohammadipour et al. 2014), ainsi qu'une plus grande susceptibilité a développer

des pathologies respiratoires de type asthme (Fedulov et al. 2008), ou encore des troubles

dépressifs (Cui et al. 2014). Concernant les NPs ZnO, |'exposition prénatale induit dans la

descendance des troubles de I'apprentissage et de la mémoire (Xiaoli et al. 2017), tout comme

lors d’'une exposition périnatale a l'alcool, au tabac, aux pesticides ou a la pollution aux
particules. A cela s'ajoute les troubles respiratoires (diminution de la fréquence et

augmentation de la durée des pauses), observés lors de cette étude.

Au niveau des mécanismes d'action des NPs lors d'une exposition prénatale, le dioxyde de
titane induit des troubles de la plasticité synaptique au niveau hippocampique (Gao et al.
2011) et une augmentation de la concentration en dopamine au niveau préfrontal (Takahashi

et al. 2010), alors que I'induction d'apoptose au niveau cérébral (Xiaoli et al. 2017) ont été mis

en avant lors de I'exposition prénatale aux NPs ZnO.

Malgré ce faible nombre de données lors d'une exposition maternelle, de nombreuses
études ont déja montrées les effets déléteres des NPs in vitro lors d'une exposition plus tardive
(voir "Toxicologie des nanoparticules" — page 57), certains de ces effets étant comparables a
ceux observés lors de |'exposition prénatale a d'autres substances. Ainsi l'application aiglie de

NPs in vitro est capable d'interférer avec les récepteurs de type NMDA (Ma et al. 2010, Hong

et al. 2015, Begum et al. 2016) ou d'induire la production de ROS et des phénomenes

apoptotiques (Shrivastava et al. 2014), tout comme |'exposition prénatale a l'alcool ou aux

particules atmosphériques. Les NPs peuvent également perturber de maniére plus générale

la neurotransmission (Zhao et al. 2009, Yang et al. 2010), a l'instar de I'alcool, du tabac, du

| 118



cannabis, des pesticides ou des particules atmosphériques. Certaines NPs étant capables de
passer la barriere placentaire, nous pouvons supposer que les effets observés in vitro
pourraient se produire dans les conditions in vivo pendant la période de développement
embryonnaire. Ainsi, I'ensemble de ces données bibliographiques (alcool, tabac, cannabis,
pesticides, pollution...) et des résultats rapportés dans mon travail doctoral (NPs ZnO) mettent
en évidence certains processus similaires de vulnérabilité périnatale impliquant des
mécanismes centraux comparables aboutissant a des effets déléteres sur le développement

et le fonctionnement du systeme nerveux central.

Nanomatériaux et nanoparticules: vers une évaluation du

risque

Si mes travaux de thése ont comme objectif central d’étudier la neurotoxicité potentielle
des NPs ZnO en période périnatale, ils s’inscrivent également dans une démarche
expérimentale visant humblement a participer a I’évaluation du risque chimique. Ce que I'on
appelle risque pour la santé humaine traduit la probabilité, faible ou forte, qu’une personne

soit atteinte par un danger (de la Moriciére 2006, Lesbats 2012). Le risque résulte donc de la

combinaison d’un danger (la toxicité qui est une propriété intrinséque du composé) et de
I’exposition. Une bonne connaissance de I'exposition, qui inclut celle sur les moyens de
protection collective et individuelle, est un élément essentiel a la gestion du risque, ainsi qu’a
la mise en place d’actions adaptées de prévention. La connaissance quantitative des
expositions est donc un élément capital des études cherchant a associer par exemple une
pollution particulaire de I'air a des effets sur la santé. Concernant le risque sanitaire, il est
maintenant clairement admis qu’il existe trois voies possibles d’exposition que sont
I'ingestion, le contact cutané et I'inhalation. Cette derniere est considérée comme la voie la
plus probable d’exposition et les connaissances accumulées au cours des quinze derniéres
années dans les domaines des effets sur la santé des populations exposées, notamment aux
pollutions aériennes (aérosol urbain) et de la toxicologie, témoignent d’effets néfastes liés aux
propriétés spécifigues des nanomatériaux (taille des particules, composition, morphologie,
concentration en masse, surface ou nombre des particules, réactivité chimique de surface ;

(Lahmani_et Marano 2015)). Ainsi, afin de prévenir la survenue de pathologies dues a

I’exposition a tel ou tel produit chimique (qu’il soit ou pas a I'état nanoparticulaire), il est
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nécessaire de réduire le plus possible et de fixer une limite a celle-ci. C'est ce que I'on appelle

les valeurs limites d’exposition (VLE)2.

Produites naturellement (volcans, érosion...), de maniére manufacturée (productions
industrielles) ou de fagon secondaire (processus de combustion tels les fumées de diesel ou
de soudage), les NPs sont présentes dans notre environnement et dans de nombreux produits
de consommation. Comme cela a déja été évoqué a de nombreuses reprises, |'exposition de
la population générale est donc en constante progression. Compte tenu de ces différentes
sources de production et des différents temps d’exposition, il est par conséquent
extrémement difficile d’établir pour I'ensemble de la population des VLE pour chaque
composé nanoparticulaire, en se basant sur des données toxicologiques ou médicales. Ainsi,
seules les particules atmosphériques PM10 et PM2,5 (particules de diamétre moyen inférieur
respectivement a 10 et 2,5 um; PM signifiant "Particulate Matter" pour matieres
particulaires) font I'objet d’une surveillance depuis une vingtaine d’années, dans la mesure ou
elles correspondent a des particules dites respirables susceptibles d’atteindre la fraction
thoracique et/ou alvéolaire de I'appareil respiratoire. Les normes européennes et francaises
de la qualité de I'air relatives aux particules portent donc uniquement sur les PM10 et les
PM2,5. Pour exemple, fixées par la directive européenne n°1999/30/CE du 22 avril 1999
relative aux VLE pour I'anhydride sulfureux, le dioxyde d’azote et les oxydes d’azote, ainsi que
pour les particules de plomb dans I'air ambiant, les valeurs limites pour la protection de la
santé concernant les PM10 s’établissent a 40 pg/m3 (annuel) et a 50 pg/m3 (pic sur 24h, sans
dépasser plus de 35 jours par an). Pour les PM2,5 la VLE est de 25 pg/m?3 (annuel). Toutefois,
la réglementation internationale est plus stricte que la reglementation européenne,
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) préconisant une valeur annuelle de 20 pug/m?3 pour
les particules PM10 et de 10 pg/m?3 pour les PM2,5. Bien qu’aucune VLE ne soit disponible
pour les particules atmosphériques ultrafines (PMO0,1 dont le diamétre est inférieur a 100 nm
= nanoparticule), nous pouvons toutefois proposer une projection arbitraire qui fixerait cette
valeur a 1 pg/m?3 soit 1 pg/ml). Dans ces conditions, la DLso déterminée dans nos expériences

pour les NPs ZnO (soit 2 pg/ml) serait prés de 2 000 000 de fois plus importante que cette

2 La premiére valeur limite concernant la pollution de I'air dans les lieux de travail n’a été introduite en France
que lors de la transposition de la convention de I'Organisation Internationale du Travail relative au benzéne
(décret du 9 novembre 1973). Ce texte ne comprenait cependant aucune obligation de contréle et de fréquence.
Le décret n? 77-949 du 17 aolt 1977 relatif a I'amiante a apporté un progrés puisqu’il a introduit les premieres
valeurs limites assorties de contrdles périodiques précis.
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valeur limite et nous conduirait donc a conclure a l'existence d’un risque sanitaire
extrémement faible, voire nul. Toutefois, il est bien entendu impossible de consolider cette
conclusion dans la mesure ou i) cette projection de VLE pour les nanoparticules n’est que
spéculative, ii) les valeurs réglementaires ne s’appliquent que pour des expositions chroniques
(annuelles) ou aigiies (mais sur 24h) sur organisme entier, ce qui s’éloigne trés fortement de
nos conditions expérimentales (exposition aiglie pendant 2h sur tissu isolé), et iii) les VLE
réglementaires concernent des concentrations massiques de particules présentes dans I'air
ambiant (ou aérosolisées), et non des concentrations de particules dissoutes dans un milieu

liquidien, ce qui est le cas dans nos expériences.

Il est cependant un domaine dans lequel I'accés aux valeurs limites d’exposition des
composés chimiques est plus étendu. C’est celui lié a I'exposition professionnelle. Ainsi, le
développement des nanomatériaux manufacturés implique I'exposition d’une population de
travailleurs de plus en plus importante, le secteur des nanomatériaux employant entre
300 000 et 400 000 personnes en Europe. En France, on compte prés de 7 000 chercheurs
dans les laboratoires et 5 000 salariés dans l'industrie potentiellement exposés aux NPs. |
existe par exemple plusieurs situations professionnelles ou les travailleurs sont exposés a des
particules ultrafines (=nanoparticules), en plus de celles naturellement présentes dans
I’'atmosphere et liées a I'activité humaine. C’'est le cas notamment des émissions produites par
les projections thermiques ou le polissage des métaux, par les moteurs diesels ou encore par
les fumées de soudage. Dans ce dernier cas, tous les procédés de soudage (tels le soudage a
I'arc électriqgue ou encore le soudage par faisceaux d’électrons ou par laser) émettent des
fumées hautement toxiques pour I'opérateur lui-méme et pour les personnes travaillant a
proximité. Parmi les principaux polluants présents dans ces fumées se trouvent le chrome
hexavalent et le cobalt (cancérogénes), le titane, le fer et I’étain (surcharge pulmonaire), le
monoxyde d’azote et de carbone (toxiques), ou encore le plomb, le manganese et le zinc
(irritants, toxiques ou allergisants). La présence d’oxyde de zinc dans ces fumées est

notamment responsable d’une pathologie aiglie appelée "fievre des métaux"® dont les

3 Les symptdmes décrits sous le nom de la « fievre des métaux » interviennent 4 a 8 heures aprés le début de
I'exposition avec une irritation au niveau de la gorge, un malaise général avec sensation de soif intense, une
asthénie, des céphalées, parfois une confusion mentale, des douleurs lombaires, une toux seche accompagnée
de douleurs thoraciques; Puis 10 a 12 heures aprés I'exposition, une fiévre importante apparait, pouvant
dépasser les 40 °C. Elle s'accompagne des signes classiques d'un syndrome grippal (frissons, myalgies, irritation
pharyngolaryngée avec sensation de géne respiratoire, constriction thoracique, toux non productive, céphalées).
Des troubles gastriques avec douleurs, nausées et vomissements peuvent compléter le tableau.
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symptomes sont comparables a ceux de la grippe. L'Institut National de Recherche et de
Sécurité (INRS) a récemment publié un document exhaustif listant les valeurs limites
d’exposition professionnelles (VLEP) aux agents chimiques en France (INRS 2016). Ces valeurs
limites sur 8 heures (VLEP-8h) ou valeur limite de moyenne d’exposition (VME) sont destinées
a protéger les travailleurs des effets a terme, mesurées ou estimées sur une durée de 8 heures
au poste de travail. Ainsi, la VLEP-8h concernant I'oxyde de zinc présent dans les fumées de
soudage (pouvant produire des NPs ZnO sous l'effet thermique du procédé) a été fixée a 5
mg/m?3 (soit 5 ng/ml). Dans ces conditions, la DLso déterminée dans nos expériences pour les
NPs ZnO (soit 2 pug/ml) serait prés de 400 fois plus importante que cette valeur limite, nous

conduisant la encore a conclure a I'existence d’un risque sanitaire tres faible.

Cependant, I’évaluation des niveaux d’exposition professionnelle a des substances
chimiques passe par différentes approches complémentaires : mesure des substances dans
I’'atmosphere de travail, mesure de la contamination surfacique des postes de travail et
surveillance biologique des travailleurs. Dans ce dernier cas, un suivi d’indicateurs biologiques
reflétant I'exposition des travailleurs est réalisé. C’'est ainsi que I’Agence nationale de sécurité
sanitaire, de |'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses), en complément des VLEP
atmosphériques, propose des Valeurs Limites Biologiques (VLB) sur la base de données
scientifiques examinant notamment les relations dose/réponse. Ainsi, |'article R.4412-152
(décret de mars 2008) du Code du Travail précise les VLB a ne pas dépasser pour les travailleurs
exposés au plomb et a ses composés, a savoir 400 pg/litre de sang pour les hommes et 300
ug/litre de sang pour les femmes. Comme indiqué précédemment, le plomb est présent dans
les fumées de soudage au méme titre que I'oxyde de zinc. Toutefois, sa VLEP-8h (0,1 mg/m?3
soit 0,1 ng/ml) est 50 fois inférieure a celle du ZnO (5 mg/m?3 soit 5 ng/ml). La VLB pour le ZnO
étant indéterminée a I’heure actuelle, nous pouvons la encore proposer une projection
arbitraire qui fixerait cette valeur a 50 fois celle du plomb, a savoir 20 mg/litre de sang (ou 20
ug/ml). Dans ces conditions, la DLso déterminée dans nos expériences pour les NPs ZnO (soit
2 ug/ml) serait prés de 10 fois inférieure a cette valeur limite biologique, nous conduisant

cette fois a conclure a I'existence d’un risque sanitaire élevé.

Il est ainsi extrémement difficile d'établir des VLE compte-tenu de la multiplicité des types
d'exposition et des différentes voies d'entrée des NPs dans l'organisme. Il est donc

indispensable de multiplier les études toxicologiques sur différents modeles pour permettre
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la confrontation des données et la détermination de ces valeurs limites. Cependant, le respect
des valeurs limites n’implique pas I'absence de risque. En effet, I'état des connaissances
scientifiques est en perpétuelle évolution, les difficultés liées a la fixation des VLEP n'étant pas
parfaitement résolues (par exemple la transposition a 'homme des effets observés sur
I’animal). De plus, les valeurs ne sont valables que pour un produit unique et seule la
pénétration dans I'organisme par la voie respiratoire est prise en compte, alors qu’en situation
de travail ou dans la vie courante, les voies cutanée et digestive peuvent également jouer un
réle important. Difficulté supplémentaire pour certaines substances comme la plupart des
cancérogenes, il n’existe pas de valeur seuil en deca de laquelle I'exposition ne présente plus
aucun risque. C’est pourquoi le respect des VLE doit toujours étre considéré comme un
objectif minimal de prévention de la santé des populations, que ce soit dans le cadre de la vie

de tous les jours ou dans un cadre professionnel.

Nanoparticules et nano-médecine

Pourquoi utiliser les NPs si elles peuvent représenter un danger pour l'environnement et
pour la santé humaine ? Cette question légitime doit pouvoir trouver une réponse se situant
entre intérét économique, intérét stratégique sociétal dans le développement de nouvelles
technologies et intérét pour la protection de I'environnement et de la santé. Si l'utilisation des
NPs se développe de maniere exponentielle (voir "Propriétés nouvelles et applications des
nanoparticules" — page 54), c'est en partie grace a leur faible co(it de production, mais surtout
a leur grande malléabilité, permettant aux scientifiques le développement de nouvelles
technologies en particulier dans le domaine médical. Par exemple, les NPs pourraient
permettre a terme de proposer des traitements contre de nombreux fléaux tels que le SIDA,
le cancer ou méme certaines maladies neurodégénératives. Ainsi, il est déja possible
d'encapsuler des médicaments dans des nanoparticules biodégradables (polymeére d'acide
lactique et glycolique par exemple, PLGA), se dissolvant une fois dans la cellule cible (De Jong
et Borm 2008). Pour cibler un type cellulaire particulier, les chercheurs ont réussi a enrober
ces NPs d'une membrane cellulaire (bicouche lipidique) comportant des éléments (antigenes,
ligand) spécifiques du type cellulaire cible, que cette cellule soit cancéreuse, bactérienne ou

infectée par le VIH (Gao et Zhang 2015). Ainsi, une fois la membrane fixée a sa cellule cible, la

NP et son contenu éventuel peuvent étre délivrés dans le cytoplasme. Cet enrobage des NPs
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leur permet également de passer encore plus facilement les barriéres biologiques, comme la

barriere hématoencéphalique (Saraiva et al. 2016), les rendant plus efficaces pour délivrer

leur médicament a leur cible. Cette capacité a passer les barrieres biologiques peut étre
également utile pour le diagnostic. En effet, I'utilisation de NPs d'oxyde de fer, connues pour
passer la BHE, permet I'augmentation du contraste en IRM dans les vaisseaux sanguins, aidant

a préciser par exemple la source du probléme lors d'un AVC (Winer et al. 2011).

Certaines NPs (appelées NPs de Janus tel le dieu romain a deux tétes) possedent deux
"faces". Il s'agit de NPs asymétriques dont chaque co6té peut posséder des propriétés treés
différentes: face hydrophile/face hydrophobe, ou encore face chargée positivement/face
chargée négativement (NPs magnétiques). De fait, il existe une multitude de possibilités a leur

utilisation (pour revue, (Lattuada et Hatton 2011)), et la encore dans le domaine médical.

Ainsi, un coté de la NP peut permettre le ciblage d'un type cellulaire (de la méme maniére que
précédemment), comme des cellules cancéreuses, lui permettant dans un premier d'accéder
au compartiment cytoplasmique de la cellule d'intérét. Une fois la NP intégrée, I'autre face est
capable d'absorber la lumiére infrarouge afin de la transformer en chaleur dans le but de tuer

la cellule cible (Wu et al. 2017). Une autre application peut étre envisagée dans la mesure ou

I'une des faces peut se comporter tel un vecteur de médicament (voir précédemment), I'autre
face disposant de marqueurs fluorescents permettant de suivre la répartition du médicaments
dans les cellules, mais aussi I'évolution de la maladie par visualisation du nombre de cellules

fluorescentes (Geng et al. 2017).

Le dernier exemple est celui des particules ultrafines émises par les moteurs diesels, le
chauffage au bois et les industries. Au coeur des inquiétudes des autorités pour leurs effets
néfastes sur la santé humaine (Chio et Liao 2008), ces particules essentiellement carbonées
pourraient étre utilisées pour la production de "biopiles". Une structure faite de NPs de
carbone et d'or dont la surface est recouverte d'une matrice sol-gel contenant des enzymes
comme la glucose oxydase, permet la production d'énergie a partir d'éléments simples comme
le glucose. A terme, cette technologie permettrait de pouvoir alimenter des dispositifs
implantés dans le corps, comme un pacemaker, méme si a I'heure actuelle la "biopile" ne

permet qu'une autonomie de 7 jours (Liu et al. 2010).

Alors, in nano veritas? A I'heure actuelle, il est a mon avis trés difficile de statuer sur ce

point, tant la balance entre avantages et inconvénients des NPs n'est a ce jour connu de
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personne. Déja utilisées depuis des temps anciens pour leurs propriétés extraordinaires, elles
sont maintenant connues et représentent |'avenir technologique de par la diversité de leurs
applications et l'impact qu'elles pourraient avoir sur notre quotidien. Néanmoins, il est
nécessaire de demeurer prudent et de s'intéresser d'un peu plus prés a l'aspect
"possiblement" délétere de certaines NPs. Capables de pénétrer, de s'accumuler et d'agir sur
notre corps, elles pourraient aussi représenter le prochain danger technologique de notre
siecle. Reste a savoir si les doses rencontrées dans notre vie quotidienne sont suffisantes pour
devenir dangereuses a court, moyen ou long terme, surtout pour les personnes travaillant a
leur production et donc potentiellement exposées a de trés fortes concentrations. En
conclusion, les avancées de la recherche, a la fois dans le domaine de la toxicologie et de
['utilisation des NPs nous permettront dans les prochaines années d'évaluer le risque mais

aussi les avantages potentiels qu'elles pourraient apporter a notre quotidien.
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Perspectives




Les résultats de ce travail doctoral ont permis d'apporter de nouveaux éléments sur la
toxicologie des nanoparticules d'oxyde de zinc, et leur mécanisme d'action sur les réseaux
moteurs (respiratoire et locomoteur). Mais comme évoqué dans les différentes parties de la
discussion, cette étude ne représente qu'une étape préliminaire, de nombreuses questions

étant restées sans réponse.

Concernant |'effet ex vivo des NPs ZnO sur l'activité respiratoire, le mécanisme d'action de
ces particules sur les neurones reste a définir. Pour cela, il est nécessaire de poursuivre les
études en patch-clamp sur les tranches de tronc cérébral afin de déterminer les conductances
et canaux affectés par les NPs. |l pourrait également étre intéressant de regarder la répartition
cellulaire des NPs, ceci étant possible via la microscopie électronique. De plus, le préBotC n'est
pas la seule structure impliquée dans la genése du rythme respiratoire. A ce titre, d'autres
séries expérimentales sont a prévoir afin d'observer |'effet sur d'autres assemblées neuronales

comme le pFRG, ceci étant également possible via I'utilisation de tranches de tronc cérébral.

Une des limites concernant ['utilisation des préparations réduites de systéme nerveux
central est qu'elle n'autorise qu'une exposition de type aiglie aux NPs. C'est pourquoi nous
avons initié un nouveau modele d'étude permettant d'isoler les centres respiratoires chez la
souris nouveau-né et de les conserver actifs pendant plusieurs jours. Au sein du laboratoire et

sur la base de travaux récemment publiés (Phillips et al. 2016), la mise au point de tranches

organotypiques de bulbe rachidien a permis de montrer qu'il était possible de conserver
pendant plus de 8 jours une activité rythmique spontanée de type respiratoire, a la fois au
niveau du préBo6tC mais aussi au niveau des motoneurones du nerf hypoglosse. Cette avancée
nous permettra dans un futur proche de tester les effets d'exposition chroniques aux NPs sur
ces tranches organotypiques et d'étudier notamment la production probable de facteurs

apoptotiques responsables de la mort cellulaire des neurones exposés.

Concernant |'exposition chronique au cours de la gestation, il est nécessaire de poursuivre
cette étude en augmentant le nombre de femelles injectées de maniére a s'assurer que les
différences observées n'étaient pas le seul fait de la variabilité interindividuelle. Lors des
injections nous avions également observé la présence d'une inflammation locale. Il est
important de vérifier que les marqueurs biologiques inflammatoires ne sont pas a méme de
déclencher les effets observés dans notre étude in vivo. En effet, une inflammation périnatale

peut perturber le développement des poumons (Kramer et al. 2009), mais également du
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systeme nerveux (Graciarena et al. 2010). Il est donc nécessaire de vérifier l'influence de

I'inflammation observée lors de l'injection sur le développement des nouveau-nés, via
I'injection par exemple de lipopolysaccharide (LPS) selon les mémes protocoles. Les
observations semblent indiquer que les NPs peuvent agir sur le développement des animaux
au cours de la gestation. Méme si le passage des NPs ZnO au travers de la barriére placentaire

a déja pu étre démontré (Keelan 2011, Jo et al. 2013), il peut étre intéressant de doser les NPs

dans les différents organes, que ce soit chez la mére ou chez les nouveau-nés, afin de
déterminer leur passage et leur répartition dans nos conditions d'exposition. Il est également
envisageable d'effectuer des injections chroniques directement sur les nouveau-nés,

permettant ainsi I'étude des effets postnataux des NPs.

La derniere partie de mon travail doctoral concernait I'étude des effets des NPs ZnO sur le
réseau locomoteur ex vivo. Bien que préliminaires, ces résultats montrent la présence d'un
effet potentiellement délétére des NPs ZnO sur |'activité locomotrice. Néanmoins, aucun
élément ne permet de déterminer avec certitude les mécanismes impliqués dans ces effets. I|
pourrait donc étre intéressant d'utiliser des approches de type intracellulaire (patch-Clamp)
afin d'aborder les mécanismes d'action des NPs ZnO sur les motoneurones, ainsi que les

interneurones composant les CPGs locomoteurs.

L'ensemble de ces résultats montrent que les NPs ZnO sont capables d'induire des
dysfonctionnements de plusieurs réseaux moteurs au sein du SNC. Au vu des effets

comportementaux (Han et al. 2011) et cellulaires (Lai et al. 2008, Zhao et al. 2009) des NPs

ZnO, I'étude pourrait étre étendue a d'autres réseaux neuronaux, comme le systeme végétatif
ou encore les systemes sensoriels afin d'évaluer au plus juste l'impact potentiel de ces

nouveaux éléments de notre quotidien.
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Abstract

Due to their extremely small size that gives them unique physicochemical properties,
nanoparticles (NPs) are used in the production of everyday materials. However, NPs
that cross biological membranes such as the blood-brain barrier can accumulate in
the brain and potentially produce neuronal damage. Here, we aimed to evaluate the
effects of an acute exposure to zinc oxide (ZnO) NPs on the central neural networks
responsible for mammalian respiratory rhythm generation. Using an isolated ex vivo
brainstem-spinal cord preparation from neonatal rat in which the circuitry for the
central respiratory command remained intact, we show that ZnO NPs accelerate,
then profoundly disrupt respiratory-related activity produced by the pre-Botzinger
complex (preBotC) responsible for inspiratory rhythm generation. Consequently, a
sudden and definitive premature cessation of respiratory-related activity occurs in
ZnO NPs-exposed preparations. Furthermore, using brainstem slice preparations
containing the isolated preBo6tC network, whole-cell patch-clamp recordings revealed
that ZnO NPs depolarize preBotC inspiratory neurons and affect their bioelectrical
properties by reducing the amplitude of action potentials, thereby leading to a drastic
depression of intra-network activity and the ultimate complete termination of
respiratory rhythmogenesis. These findings thus support the conclusion that ZnO
NPs may have deleterious effects on the central respiratory centers of newborn

mammals.



Introduction

Research in the field of nanotechnology and nanoparticles (NPs) has been
developing rapidly, almost exponentially, during the last decades. The unique
properties of NPs has enabled the development of products with specialized features,
allowing significant innovations in a variety of human activities such as computer
technology, electronics, energy, aerospace, automobile manufacturing, the food

' However, due to their

processing industry, cosmetics, pharmacy and medicine
extremely small size (<100 nm), NPs can easily enter the human body through
different pathways (the respiratory system, for example, considered as one of the
major routes of entry, and the olfactory neuronal pathway 2'4), and can cross most
biological membranes including the blood-brain barrier °’. Subsequently, NPs can
accumulate in the brain ® and could be at the origin of cerebral dysfunctions and
diseases. The development of suitable animal experimental models is therefore
crucial for assessing the neurotoxicity of NPs.

Among many types of nanomaterials, NPs of zinc oxide (ZnO) have
widespread potential applications and are one of the most abundantly used metal-
based nano-sized materials. For instance, due to their controlled growth ° and
electrical properties '°, ZnO nanowires are considered to have equivalent importance
as carbon nanotubes and silicon nanowires for nanotechnology in the field of

11

nanoelectronics, sensors, light-emitting diodes and nanopiezotronics ''. Several

studies have also reported that ZnO NPs show selective toxicity to different bacterial

2 and could therefore be used for food packaging material to prevent

systems
bacterial contamination . Furthermore, ZnO NPs offer a number of properties that
are of great interest to the field of medicine. Indeed, ZnO NPs exhibit a strong
preferential ability to kill cancerous T cells O they exert a selective cytotoxic action

on rapidly proliferating benign or malignant cells ">

, and may be combined with
biodegradable chitosan for tumor-targeted drug delivery . They also have promising
applications as a nerve guidance channel substrate to promote nervous tissue
regeneration '®. Additionally, ZnO NPs are widely used in textiles '°, dyes and
cosmetics %°, and are present in sunscreens as a protective ingredient to reflect or to
scatter ultraviolet light radiation 2"?2. Consequently, these ubiquitous applications

lead to increasing occupational and consumer exposure to ZnO NPs, although the



adverse consequences for human health in general, and for the functioning of the
central nervous system (CNS) in particular, remain poorly documented.

Recently, a number of experimental studies have reported that ZnO NPs can
cross the blood-brain barrier % and, therefore, have the potential ability to reach the
CNS where neurotoxic effects could develop. For example, in cell cultures, exposure

| * and astrocyte-like %° cells to ZnO NPs has been found to induce

of human neurona
a dose-dependent decrease in cell survival through genotoxic effects (DNA damage)
and apoptosis. Similarly, when mouse neural stem cells were treated with ZnO NPs,
an increasing number of apoptotic and necrosis cells has been observed %,
Moreover, after a 3 week chronic exposure to ZnO NPs, an increased brain oxidative
stress has been detected in mice, with this effect being considered as the main
mechanism involved in NP-induced toxic manifestations . It is also noteworthy that
ZnO NPs may interact with diverse cerebral proteins and alter their biological

28

functions Recently, studies conducted on hippocampal neurons have

demonstrated that ZnO NPs alter the activity of various voltage-gated ion channels

(for review see %)

, contributing to significant alterations in the peak amplitude of
action potentials and in cell excitability *°. Consequently, and as observed in ZnO
NP-treated rats, an alteration in synaptic plasticity occurs and participates in the
attenuation of spatial learning and memory capability 31 However to date, there is still
a lack of information concerning the effects of these NPs on the activity of an entire
neural network engaged in a vital motor function such as respiration.

The overall aim of the present study was therefore to determine the effects of
an acute exposure to ZnO NPs on the bioelectrical activity of neurons belonging to
the respiratory centers that control rhythmic diaphragm muscle contraction in
mammals. Using an ex vivo isolated brainstem-spinal cord and brainstem slice
preparations from neonatal rat, we report for the first time deleterious and neurotoxic
influences of ZnO NPs on the operation of the central respiratory network, leading to

an abrupt and definitive arrest of respiratory-related activity.



Results

Ex vivo preparations from the neonatal rodent (Fig. 1A), such as the isolated

brainstem-spinal cord ** (Fig. 1B) and medullary slice *

(Fig. 6A) are powerful
experimental models for studying the operation of the mammalian respiratory neural
network using both electrophysiological and pharmacological tools. A key feature of
such preparations is that respiratory-related motor activity continues to be
spontaneously generated and can be recorded from identified spinal and medullary
motor roots (or nerves) and individual neurons engaged in the actual rhythm and
motor pattern generation. Thus, isolated brainstem-spinal cord and slice preparations
offer the valuable opportunity to directly assess the toxicity or innocuousness of
drugs, neuroactive substances and materials (including nanoparticles) on the

respiratory neural network.

Cranial and spinal respiratory-related activities

Under control conditions, respiratory-related motor activity generated by the isolated
brainstem-spinal cord preparation (Fig. 1B,C) consists of spontaneous episodes of
rhythmic impulse bursting occurring in cranial (hypoglossal, Xll) nerves and spinal
(cervical C4, lumbar L2) ventral roots (Fig. 1D1). Similar to respiratory activity
expressed in freely moving animals, cranial/cervical inspiratory- and Ilumbar
expiratory-related burst activities are generated in alternation during fictive respiration
(Fig. 1D2). In functional terms, it is considered that inspiration and expiration result
from a coupling between two anatomically separate rhythm generators located in the
medulla oblongata, namely the pre-Botzinger complex (for inspiratory phase) and the
parafacial respiratory group (for expiration, **). However, contrary to the situation in
vivo, the mean respiratory burst frequency produced during the first 6 hours of
recording in vitro is generally low (2.5 + 0.2 burst/min; n=7 preparations; Fig. 1E,F).
Ultimately, a permanent cessation of respiratory-related activities occurs after a mean
time interval of 9h48min + 47min (n=7 preparations; Fig. 1G). In control experimental
conditions, therefore, the isolated brainstem-spinal cord preparation is capable of
producing spontaneous episodes of fictive respiration, which although slower than
actual respiratory movements in vivo, is robustly expressed for several hours as
rhythmic inspiratory and expiratory motor output bursting along the brainstem and the

spinal cord.



Characterization of zinc oxide nanoparticles

The characterization of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) by transmission electron
microscopy was first conducted to assess their shape and size. Transmission
electron microscopy showed that the ZnO NPs are almost spherical in form (Fig. 2A,
inset) and that aggregations could occur. The distribution of individual particle size
displayed a narrow range from 6 to 89 nm (Fig. 2A), with an average of 34 £ 2nm,

which was in accordance with the manufacturer's claimed size (< 40 nm).

Zn?" ion release from nanoparticles

The possible chemical decomposition of ZnO NPs could contribute to increasing the
free Zn*" ion concentration in the saline medium used in our experiments to bathe the
ex vivo preparations. To test this possibility, we used flame atomic absorption
spectrometry to determine Zn?* ion content in the liquid supernatant fraction of
centrifuged saline samples (see Methods). A dose-dependent increase in Zn?" was
detected in oxygenated saline containing between 1 and 50 ug/mL ZnO NPs (Fig.
2B), with Zn®* concentrations ranging from 0.5 to 2.1 ug/mL (i.e., from 8 and 32 pM;
Fig. 2C), respectively. However, despite this clear positive correlation - the higher the
ZnO NP quantity, the higher the dissolved Zn** content - the concentration ratio
Zn*/ZnO NP decreased as ZnO NP content increased, to stabilize at around 4%
(Fig. 2D). These data thus show that in our experimental conditions, only a very

limited fraction of suspension ZnO NPs decomposes to zinc ions.

Effects of ZnO NPs on central respiratory activity

To assess the global effects of ZnO NPs on central respiratory-related activity, ZnO
NPs (1-50 pg/mL) were applied by bath superfusion to whole brainstem-spinal cord
preparations. In comparison to control saline conditions (Fig. 3A1), the presence of
ZnO NPs had multiple effects on C4 ventral root respiratory output. After a 30 min
period of acute ZnO NP exposure (10 upg/mL), the frequency of spontaneous
respiratory-related bursting increased significantly by 70 + 17 % (n=8; p<0.05; Fig.
3A2). This excitatory effect on the ongoing respiratory rhythm persisted for 3-4 hours
following the onset of NP exposure (Fig. 3A2,B), and significantly, was most
pronounced in preparations initially showing a slow spontaneous respiratory rhythm
(Fig. 4A,C) compared to those expressing a faster control activity (Fig. 4B,C).

Secondly, ZnO NP application drastically and significantly reduced the average



viability of brainstem-spinal cord preparations (Fig. 3A2 (lower trace) and 3B). This
premature and definitive cessation of respiratory-related activity occurred in a dose-
dependent manner (Fig. 3C; estimate ECsp = 2 ug/mL) with, for example, rhythm
termination occurring significantly earlier in the ZnO NP-exposed (10 pg/mL) group
(4h30 £ 4min, n=8) than in the non-exposed group (9h48 * 47min, n=7; p<0.05).
Here, it is also important to note that this ZnO NP-induced reduction in preparation
longevity was unrelated either to the initial control respiratory frequency (Fig. 4D) or
to the extent of ZnO NP-induced respiratory rhythm variation (Fig. 4E). Taken
together, therefore, these results show that in the neonatal rat, an acute exposure of
the isolated brainstem-spinal cord to ZnO NPs can modulate and then severely
disrupt the operation of central neural network engaged in respiratory rhythm
generation.

We next asked whether the influence of ZnO NPs on respiratory activity
resulted from a generalized effect on central nervous tissue or resulted from a
preferential action on medullary neurons responsible for actual respiratory rhythm
generation. To address this question, isolated brainstem-spinal cord preparations
were partitioned with a single Vaseline barrier placed at the cervico-medullary
junction to allow differential perfusion of the brainstem (containing the respiratory
rhythm generating networks °) and the spinal cord (where downstream inspiratory
and expiratory motoneurons are located 36). Of 21 preparations used in this series of
experiments, 7 preparations were bathed with normal artificial cerebrospinal fluid
(aCSF, control conditions) and 14 for which ZnO NPs (ECso, 2 pg/mL) were applied
either to the spinal cord (n=7) or the brainstem (n=7; Fig. 5A1). As previously
mentioned, in control conditions brainstem-spinal cord preparations continuously
superfused with a NP-free saline generated spontaneous respiratory-like activity for
several hours (mean duration, 9h48 + 47min, n=7; Fig. 5A2). When ZnO NPs were
applied selectively to the spinal cord while the brainstem remained under normal
saline, no significant changes in either respiratory frequency or preparation viability
(Fig. 5A2) were detected. In contrast, in a corollary experiment in which ZnO NPs
were now selectively applied to the brainstem, an increase in respiratory burst
frequency occurred, which again was significantly higher in preparations initially
expressing a slower respiratory rhythm (57 + 4%, n=3; p<0.05; Fig. 5B1,B3), as

compared to those generating a fast spontaneous rhythm (Fig. 5B2,B3). Importantly

7



also, a permanent cessation of bursting activity occurred significantly earlier (5h36 +
6min, n=7; p<0.05) when ZnO NPs were applied to the brainstem only (Fig. 5A2).
Taken together, therefore, these findings indicate that in the neonatal rat, neural
components of the medullary respiratory centers are more sensitive (and therefore
more vulnerable) to ZnO NPs than spinal neurons involved in driving respiratory

muscle contractions.

ZnO NPs act directly on the pre-Bétzinger Complex inspiratory neurons
To further investigate the mechanisms underlying ZnO NPs effects on the respiratory
neural network, a series of experiments was conducted using transverse medullary
slice preparations containing the central circuit kernel for rhythm generation. It is now
widely accepted that in neonatal rodents, the inspiratory phase of rhythmic lung
ventilation is generated by a network of neurons located in the pre-Botzinger complex
(preBo6tC) within the medulla oblongata's ventral respiratory group %7 (Fig. 6A, top).
Located ventral to nucleus ambiguus motor neurons identifiable by their
immunoreactivity to choline acetyltransferase (ChAT ; Fig. 6B), the preBo6tC network
can be defined anatomically by a high expression of neurokinin 1 receptors (NK1R;
Fig. 6B), as previously described ***°. Using these landmarks stainings, we then
conducted experiments combining direct electrophysiological recording of preBoétC
activity and subsequent applications of ZnO NPs. When slices were continuously
bathed with normal aCSF, macroelectrode extracellular recordings of the preBo6tC
showed spontaneous rhythmic bursts of circuit activity (Fig. 6A, bottom) that
resembled patterns of fictive inspiration recorded in brainstem-spinal cord
preparations (see Fig. 1). After an initial period of higher frequency bursting (5.92 +
0.5 burst/min; n=8 slice preparations; Fig. 6C), the inspiratory rhythm slowed to a
stable plateau after 2 hr with a mean frequency of 2.5 £ 0.75 burst/min (n=8). As
already observed in brainstem-spinal cord preparations, a definitive cessation of
respiratory-related activities occurred after a mean interval of 16h44min + 40 min
(n=8; Fig. 6D). These data therefore confirmed that in reduced slice preparations, a
limited region of the ventrolateral medulla, the so-called preBo6tC, contains neurons
capable of generating a spontaneous respiratory-related burst rhythm for many hours
in an isolated nervous system.
On this basis, therefore, transverse medullary slice preparations offer the
unique opportunity to assess the direct effects of acute exposure to ZnO NPs on the
8



operation of the mammalian respiratory center. Similar to previous observations in
brainstem-spinal cord preparations, ZnO NPs have multiple effects on preBo6tC
activity when applied by bath superfusion to medullary slices. After 3 hr of exposure,
ZnO NPs (2 and 10 pyg/mL) caused a significant and dose-dependent acceleration of
respiratory burst frequency to respectively 5.39 + 0.52 (n=9; p<0.05) and 7.89 + 1.39
bursts/min (n=8; p<0.05) compared to the non-exposed group (2.65 + 0.28
bursts/min; n=8) (Fig. 6E). Following this initial excitatory effect, ZnO NPs drastically
and significantly reduced the average longevity of medullary slice preparations (Fig.
6F). Here again, a premature and definitive termination of preBétC respiratory-related
rhythmic activity occurred in a dose-dependent manner earlier in ZnO NP-exposed
groups (2 and 10 pug/mL, after respectively 12h10 £ 18min (n=9) and 9h24 £+ 12min
(n=8); p<0.05 in both cases) than in non-exposed group (16h44 + 40min, n=8; Fig.
6F). Because slice preparations contain the preBotC network in isolation from its
main known modulatory circuits, these observed effects support the conclusion that
ZnO NPs act directly on preB6tC circuit neurons to produce deleterious effects on the
central neural production of respiratory activity.

To further investigate the ZnO NPs-induced neurotoxic effects on respiratory
centers, a final series of experiments was conducted using whole-cell patch-clamp
recordings from individual preBotC neurons (n=10). These cells are directly
accessible at the cut surface of slice preparations and, as mentioned above, are
located ventral to the nucleus ambiguus (identified by its immunoreactivity for ChAT)
and most of themselves are immunoreactive for NK1R (Fig. 7A). Under normal
conditions, preBé6tC neurons which displayed spontaneous, large rhythmic
membrane depolarizations (mean synaptic drive potential, 12.1 £ 1.7mV; n=6) with
associated spiking occurring in phase with inspiratory-related preBotC network
activity were unambiguously classified as inspiratory-modulated cells (Fig. 7B, upper
traces), whereas the remaining 4 recorded preBotC neurons with flat resting
membrane potentials were categorized as non-respiratory. To explore the responses
of these two types of preBotC neurons to an acute exposure to ZnO NPs, the latter
were bath-applied to the whole medullary slices at a concentration of 10 ug/mL (Fig.
7B, lower traces). After 90 min NP application, the preB6tC inspiratory neurons
displayed a significant sustained depolarization of 12.8 + 4.9mV (n=6; p<0.05; Fig.

7C, red dots), whereas the resting membrane potential of preBétC non-respiratory

9



neurons remained unaffected (-49.9 + 2.8mV (control) vs -47.8 £ 5.1mV (ZnO NPs);
n=4; p=0.725; Fig. 7C, black dots). The patterns of repetitive firing of these neurons
were then examined by depolarizing current pulse injection (500ms; 10pA) from
resting membrane potential (in control and ZnO NP conditions). In control conditions,
the positive current step was adjusted to evoke action potential discharge during the
silent "expiratory" phase of the ongoing rhythmic synaptic drive (Fig. 7D, left). In the
presence of ZnO NPs, the number of spikes produced remained unchanged
compared to control conditions (p=0.444; Fig. 7D, right), indicating a lack of variation
in cell intrinsic excitability. After a 2 hours exposure to ZnO NPs, the mean amplitude
of the inspiratory synaptic drive diminished significantly from 12.1 + 1.7mV (n=6) to
4.7 = 1.8mV (p<0.05; Fig. 7E), commensurate with a gradual depression of
inspiratory synaptic current and a resultant failure of action potential generation (see
Fig. 7B, lower traces). In a final step, action potential properties were examined by
comparing their amplitude, maximal peak value and duration in control conditions and
during exposure to ZnO NPs (see Table 1). Amplitudes and maximal peak values of
evoked action potentials were significantly decreased in the presence of 10 yg/mL
ZnO NPs in both respiratory (Fig. 7D,F) and non-respiratory preBo6tC neurons
(p<0.05), and although not statistically significant, a trend towards an increase in

spike duration was also observed (p=0.194).
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Discussion

The results described in this study provide evidence indicating that in the neonate, an
acute exposure to ZnO NPs can modulate then disrupt the respiratory network
activity. During NPs application, the preBotC inspiratory-modulated cells are tonically
depolarized and show a severe depression of inspiratory synaptic drive that could be
part of neurogenic mechanisms responsible for deleterious effects of ZnO NPs on the

central respiratory centers of newborn animals.

Ex vivo isolated preparations: a spontaneous respiratory-related motor activity
The respiratory nature of the cyclic bursting activity, so-called “fictive respiration” due
to the absence of the effector muscles, has long been convincingly demonstrated
4142 Motor bursts recorded from a C4 phrenic ventral root (which normally control
rhythmic diaphragm contractions) and XlI nerves (controlling tongue movements and
participating to upper airway patency) are generated in synchrony (see Fig. 1) and

are considered to closely reflect the inspiratory phase of respiration 4243

generated by
a network of medullary neurons located in the pre-Bétzinger complex *>%944. Motor
activities recorded from L2 ventral root (which partly carry axons of abdominal
motoneurons) correspond to the expiratory phase 4 generated by medullary neurons
belonging to the so-called parafacial respiratory group . The slow spontaneous
respiratory-related rhythm observed in our study is due to a combination of
experimental factors such as the relatively low bath temperature *’, the use of a
bathing saline solution containing a low K'/high Ca?* concentration that reduces
neuronal excitability “®*®, the absence of inputs from higher brain regions and

afferent feedback particularly resulting from the bi-vagotomy

, and finally, the
presence of the pons (especially A5 adrenergic nuclei) that depresses activity of the
respiratory rhythm generator °°. An initial phase of stable activity is then followed by a
continuous decrease in rhythm frequency, due in part to the progressive

establishment of PO,, K" and H" gradients within the superfused tissue 5182

Nanoparticles and central nervous system

One of the important questions when considering the effects of nanoparticles on the
CNS is whether they can reach the brain. It has been reported that various inhaled
engineered NPs can contact the CNS by crossing the epithelial barrier along the

respiratory tract and olfactory and sensory (trigeminal and vagal) neural pathways
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%354 |t is also widely accepted that the rate and extent of this translocation is strongly

dependent on several factors, including particle size. For example, it is known that

smaller sized NPs (20-30 nm) induce a profound blood-brain barrier breakdown in

% Furthermore, previous studies on rodents with various nano-sized metal

4,58
)

rats
particles (carbon 2, manganese oxide 3, gold *°, titanium dioxide °’, zinc oxide
showed that nanomaterial translocation from the respiratory tract to secondary
organs such as the brain was clearly evident when particle size ranged from 30 to
100 nm. On this basis, therefore, it can be reasonably assumed that under conditions
of chronic exposure by inhalation, the ZnO NPs used in our study are likely to reach
the brain.

With regard to an impact on the nervous system, compelling data have already
shown that neurons exposed to nanomaterials display cellular damage that in turn
could affect cerebral functions. For instance, nano-copper oxide *°, silicon dioxide ®°
and ZnO NPs 3! have been found to induce changes in hippocampal long-term
potentiation in exposed rats, associated with a significant reduction in learning and
memory capabilities through alterations in synaptic plasticity. Similarly, nano-
manganese dioxide causes dopaminergic neuronal dysfunction in treated rats,
leading to an alteration in spatial learning capability ®'. To date, our study is the first
to report a severe impairment in a vital motor function following an acute exposure to

metal NPs.

Free Zn?" ions released from the ZnO NPs: responsible for respiratory effects?
Although only a small proportion of ZnO NPs used in our experiments decomposes to
zinc ions, Zn®** is known to be implicated in the pathophysiology of acute brain
damage and degenerative brain diseases (for review see °%) and that excess free
Zn?* in body tissue is toxic °. The possibility that a toxic effect of ZnO NPs on
respiratory neurons could derive, at least in part, from the production of dissolved
Zn?* in the bathing saline medium, as previously shown in mouse neural stem cells
26 cannot be completely excluded. However to our knowledge, Zn?*-induced
cytotoxicity has been reported only for ion concentrations greater than 100 pM. For
example, in cortical neurons, exposure to 100 pM Zn?* was needed to cause a 50%
loss of intracellular ATP ®, whereas in human neuroblastoma cells, a significant
decrease in cell viability was found only at concentrations of Zn?* above 600 UM 24,
On the basis of these previous studies and the Zn?* concentration measured in our
12



experiments (<15 pM for ECso, zno np = 2 pg/mL; Fig. 2C), we can reasonably
conclude that the changes in respiratory activity triggered by exposure to ZnO NPs

were unlikely to be due to dissolved zinc ions.

ZnO NPs-induced central respiratory disruption: potential cellular mechanisms
Our results show that ZnO NPs induce an initial acceleration of the respiratory-like
rhythm which is maintained during the first hours of particle application until the
sudden occurrence of respiratory rhythm cessation. According to previous

6566 silver ¢, gold )

electrophysiological studies, several NPs (copper oxide
modulate the functional properties of voltage-gated ion channels responsible for
regulating cellular and neural network excitability. In rat hippocampal neurons, ZnO
NPs significantly increase the peak amplitudes of the voltage-gated sodium current,
leading to an increase in peak amplitude and in overshoot of action potentials % Asa
consequence, the repetitive firing rate of hippocampal neurons is enhanced and their
excitability in particular is increased. In a similar manner, therefore, it is likely that
ZnO NPs are able to transiently augment the respiratory rhythm frequency by
causing a transitory increase in excitability of medullary network involved in
respiratory rhythmogenesis.

In our experiments, the most striking effect of ZnO NPs was an early and definitive
termination of the respiratory rhythm and a resultant drastic reduction in preparation
longevity. Although the cellular processes underlying this deleterious effect remain to
be identified, already acquired evidence allows a number of predictions to be made.
It is widely accepted that the central respiratory drive in mammals is generated and
transmitted by medullary interneurons releasing glutamate as an excitatory
neurotransmitter, which in turn activates N-methyl-D-aspartate (NMDA) and non-

69-72

NMDA postsynaptic receptors (for review see )- Since numerous studies have

indicated that metal NPs can induce neurotoxicity by interfering with glutamate

metabolism and impairing NMDA receptor function ">"°

, it is likely that a reduction in
the synthesis/release of glutamate and/or a down-regulation of postsynaptic
glutamatergic receptors is at the origin of the ZnO NP-induced impairment and/or
interruption of inspiratory synaptic drive transmission within the preBotC neuronal
circuitry we observe. Moreover, ZnO NPs are known to induce cytotoxicity leading to
a cell viability decrease, overproduction of reactive oxygen species (ROS) and

apoptosis in rat retinal ganglion cells 8, mouse neural stem cells %, rat astrocytes 7’
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and human neuronal cells %*?°. Consequently, ZnO NPs could act on neurons
engaged in respiratory rhythm generation by increasing the production of ROS, which
in turn leads to oxidative stress and cell damage, and ultimately to apoptosis. Thus, it
is possible that the respiratory arrest observed under acute exposure to ZnO NPs
results from the actual death of neurons belonging to the respiratory rhythm-
generating networks. Future experiments will now be required to explore the
possibility of a NP-induced apoptosis and cell death of inspiratory neurons.

On the basis of previous studies conducted mainly on the rat hippocampal
network and our present ex vivo findings, we propose possible subcellular
mechanisms and neural substrates for a ZnO NP-induced disruption of central
respiratory activity in response to an acute NP exposure in the neonate. As reported
in acutely isolated hippocampal CA3 pyramidal neurons in postnatal rats, application
of ZnO NPs produces a significant increase in the peak amplitudes of sodium

% In our

currents by increasing the number of opening sodium channels
experiments, such a mechanism could account for the tonic depolarization observed
in inspiratory neurons during exposure to ZnO NPs. Interestingly, this effect seems to
be specific to this type of cell since the membrane potential of neighboring non-
respiratory neurons located in the preB6tC remained unchanged in the presence of
the nanoparticles. Because respiratory rhythmogenesis and respiratory frequency
rely on the presence of preBotC pacemaker neurons with voltage-dependent bursting

78-81’ we

properties acting in combination with an emergent network property
postulate that the ZnO NP-induced neurons' depolarization is responsible for the
acceleration of the ongoing respiratory rhythm that was initially observed after the
onset of NP application. Therefore, a possible specific action of NP on pacemaker
neurons (in addition to the one observed on the network properties) cannot be totally
excluded. It is also possible that the ZnO NP-induced depolarization activated
voltage-gated calcium channels which in turn led to calcium influx. The resultant
elevated intracellular calcium concentration could participate in further amplifying the
initial membrane depolarization, and additionally, trigger a mitochondrial dysfunction
at the origin of ROS production that is ultimately responsible for apoptosis, as already
reported in rat retinal ganglion cells ®. Finally, as previously found in murine cultured

82

cortical neurons ““, an abnormal accumulation of intracellular cation species can
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result in neuronal cell damage, which in the case of preBotC inspiratory neurons,
may lead to a sudden and irreversible respiratory arrest.

Our results also show that the amplitude and maximal peak values of action
potentials are significantly decreased in the presence of ZnO NPs. Here again, these
effects argue in favor of a sodium accumulation within the cytoplasmic compartment
of preBotC inspiratory neurons. Indeed, an NP-induced enhancement of sodium
influx and the resultant increase in intracellular sodium concentration would reduce
the sodium electrochemical gradient and thereby decrease the sodium driving force
and thus action potential amplitude. As a consequence, a reduction in impulse-
evoked calcium influx at the nerve terminal would occur, leading to a decrease in
neurotransmitter release. Because the respiratory rhythm and inspiratory patterns
emerge in part from the connectivity between glutamatergic excitatory preBotC
neuron populations 3, a gradual reduction in glutamate release would be associated
with a continuous depression of the inspiratory synaptic drive potential, eventually
resulting in a failure of action potential generation. In the absence of changes in cell
excitability observed during exposure to ZnO NPs, this decrease of the inspiratory
central command associated with an inability to generate spikes would ultimately be

responsible for a cessation of any rhythmic activity by the central respiratory centers.

Conclusion

To date, a number of studies conducted mainly on the rodent hippocampal network
has allowed to investigate the effects of diverse nanoparticles (nano-gold 324 nano-
silver &, nano-titanium dioxide "*, nano-tungsten carbide 2%, nano-copper oxide %%,
nano-zinc oxide 30) on the bioelectrical properties of individual neurons. However,
little is hitherto known about the impact of nanoparticle exposure on the operation of
an entire neuronal network capable of generating an organized motor activity
involved in the control of a vital function such as respiration. To our knowledge, the
present study is the first to report on the possible deleterious effects of an exposure
to nanoparticles on the respiratory centers of mammalian neonates. Furthermore, on
the basis of a recent investigation addressing the size- and age-dependent
neurotoxicity of various metal nanoparticles in rats % it is now established that small-
sized nanoparticles (20-30 nm) induce significantly greater neuronal damage than

larger ones, and that younger animals are more susceptible to neuronal injury than
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older ones. Although not directly addressed in our study, these findings are in line
with the idea that the mean size of ZnO NPs used in our experiments (=34 nm) was a
key element in the observed central respiratory neurotoxicity. Moreover, the potential
vulnerability of the developing central nervous system to nanoparticle toxicity
constituted a major motivating factor in pursuing our investigation on the neonate.
Future experiments will now be required to precisely identify the subcellular
mechanisms (ion channels, intracellular signaling pathways) involved in the ZnO NP
neurotoxicity of the central respiratory command and to assess the effects of
perinatal exposure to nanoparticles during gestation (materno-fetal transmission) and

after birth (chronic exposure).
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Methods

Rat lines and care

Newborn (0- to 3-day-old) Sprague-Dawley rats were obtained from females raised in
our laboratory’s breeding facility. The experiments were conducted in accordance
with guidelines of the European Communities Council Directive and the local ethics
committee of the University of Bordeaux. The protocol was approved by the
Committee on the Ethics of Animal Experiments of the University of Bordeaux (Permit
number: 5012031A).

Brainstem-spinal cord preparation

The procedure for isolating the brainstem-spinal cord preparation has been
previously described 2% Briefly, neonatal rats (P0-2) were deeply anesthetized
with 4% isoflurane for 10 minutes until the loss of reflex responsiveness to tail
pinching. Animals were quickly decapitated then placed in dissection chamber filled
with an artificial cerebrospinal fluid (aCSF) at 4°C and containing (in mM): 125 NacCl,
3.35 KCI, 0.58 NaH,PO,, 1.26 CaClp, 1.15 MgCl,, 21 NaHCOs;, 30 D-glucose,
buffered to pH 7.4 with NaOH and saturated with 95% O, and 5% CO,. Skin,
muscles and vertebrae were removed under a binocular microscope and the
brainstem-spinal cord with its ventral and dorsal roots still attached was transferred to
a recording chamber. Continuously superfused with oxygenated aCSF at 22-25°C,
preparations were then fixed on a Sylgard® 184 resin bloc (Dow Corning, US) with

the ventral side upward.

Medullary slice preparation

The procedure for obtaining medullary slices containing the pre-Botzinger complex
(preBotC) from the brainstem of neonatal rat has been previously described *°.
Briefly, the rhombencephalon was isolated by sectioning its rostral limit and the spinal
cord at the upper cervical level. The preparation was then embedded in an agar
block, mounted on a vibratome and serially sliced in the transverse plane in a rostral-
to-caudal direction until the posterior limit of the facial nucleus and the anterior limit of
the nucleus ambiguus were reached. A 550 pm-thick slice was transferred to a
recording chamber, continuously superfused with aCSF maintained at 30°C and
containing (in mM): 120 NaCl, 8 KCI, 1.26 CaCl,, 1.5 MgCl,, 21 NaHCO3;, 0.58
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NaH,PO4, 30 D-glucose, buffered to pH 7.4 with NaOH and saturated with 95% O
and 5% CO..

Electrophysiological recordings

Respiratory-related activity in spinal ventral roots and in the brainstem preBotC
region was recorded using glass suction electrodes filled with aCSF solution. Signals
were amplified (x10,000) by differential AC amplifiers (low cutoff, 100 Hz; high cutoff,
1 kHz; model 1700; A-M Systems), digitized and acquired via a CED 1401 interface,
stored on a computer, and analyzed using Spike2 software (Cambridge Electronic
Design).

Patch-clamp recordings were made from individual preBotC cells using blind
whole-cell current clamp mode. Electrophysiological signals were recorded with a
Multiclamp 700B amplifier (Molecular Devices), a digitizing interface (Digidata 1550A;
Molecular Devices), and pCLAMP 10 software (Molecular Devices). Micropipettes
(resistance 3.0 to 5.0 MQ) were pulled with a horizontal puller (P-97 Flaming/Brown;
Sutter Instrument) and filled with solution containing (in mM) potassium gluconic acid
140, CaCl,-6H,0 1, EGTA 10, MgCl, 2, Na,ATP 4, Hepes 10, and 0.1% biocytin, with
the pH adjusted to 7.2. Whole-cell recordings with an initial seal resistance of <1 GQ
were discarded. In current-clamp mode, a series of current pulses was used firstly to
estimate current-voltage relationship (hyperpolarizing and depolarizing steps, £10 pA,
100 ms, 1 Hz) for recorded neurons and secondly, to analyze their repetitive firing
properties. In patch-clamp experiments, only neurons (i) located in the preBotC,
showing (ii) stable resting membrane potentials (< -40 mV) and (iii) spike overshoots,

were studied.

Nanoparticles characterization and application
To examine the size and shape of ZnO NPs, transmission electron microscopy
(Hitachi H-600) was used.

A stock solution of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs; 0.5 g/mL ; Sigma-
Aldrich) was diluted into aCSF to obtain different final concentrations (in pyg/mL: 1,
2.5, 10, 25 and 50). A control period of 30 min was observed before adding NPs in
order to first record spontaneous respiratory activity in an NP-free condition (see
Data analysis). When required, a barrier of syringe-ejected Vaseline (applied at the

medullary-spinal level) was used to separate the recording chamber into 2
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compartments, allowing differential exposure of the NPs to the brainstem or spinal
cord. After each experiment, the watertightness of the compartments was tested by
adding methylene blue to one side of the Vaseline bridge. When blue leakage was

observed, previously acquired data were systemically discarded.

Measurement of Zn?* concentration

To quantify free Zn?* ion concentrations potentially released from the ZnO NPs,
aCSF (saturated with 95% Oz and 5% CO,, and warmed to 30°C) containing different
final concentrations of ZnO NPs (1, 2.5, 5, 10, 25 and 50 pg/mL) were collected and
centrifuged (10,000 rpm, 15 min). The Zn?* content in the supernatant was analyzed
by flame atomic absorption spectrometry (ThermoFisher, iCE™ 3300 AAS). The

saline medium without ZnO NPs was used as a negative control.

Immunohistology

To locate the preBo6tC and the recorded neurons in medullary slices, preparations
were stained for biocytin (contained in patch electrodes), choline acetyltransferase
(which labels motoneurons of the neighboring nucleus ambiguus) and NK1R (a
known anatomical marker of preB6tC network neurons). Brainstems were fixed by
paraformaldehyde immersion (4%, 2h, 4°C), followed by a PBS-sucrose bath (20%,
12h, 4°C) and frozen in isopentane (-43°C). 30 um-thick slices were then cut on a
cryostat, rinsed in PBS (10 min, 3 times), saturated (PBS, triton 0.3%, BSA 1%,
1h30) and incubated overnight at room temperature with primary antibodies: rabbit
anti-neurokinin 1 receptor (anti-NK1R, 1:10000, Sigma) and goat anti-choline
acetyltransferase (anti-ChAT, 1:100, Millipore) antibodies. Then slices were rinsed
(PBS, 15 min 3 times) and incubated 90 min with secondary antibodies: Streptavidin-
Fluorescein (Alexa 488, 1:300), donkey anti-rabbit (Alexa 568, 1:500) and donkey
anti-goat (Alexa 647, 1:500) antibodies. After a final PBS bath (15 min 3 times), slices
were mounted in Vectashield Hard-Set Mounting Medium (Vector) and fluorescence
visualized with an Olympus FV5-102 confocal microscope. The images were
assembled and corrected with Olympus Fluoview software, Adobe Photoshop and

Adobe lllustrator.

Data analysis
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The ex vivo preparation longevity (i.e. period during which spontaneous respiratory-
related activity continued to be generated) and respiratory burst frequency were
determined by offline analysis. Statistical analyses were then carried out using
SigmaPlot 11.0 (Systat), with values being expressed as mean £+ SEM. A Student t-
test or Mann-Whitey for non-normal distribution were used to compare the means of
two groups. To compare more than 2 groups, an ANOVA followed by a Tukey’s post-
hoc test, or an ANOVA on ranks (i.e. Kruskal Wallis test) followed by Dunn’s post-hoc
test were used. Differences were considered statistically different for a P value <
0.05.
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Table

Table 1 Effects of ZnO NPs on action potential properties of preB6tC neurons.

preBotC Experimental Amplitude Maximal peak Duration
neurons condition (mV) value (mV) (ms)
Respiratory Control 59.5+5.6 95+53 23104
(n=6) ZnO NPs 474 +6.1 -1.4+57 35+1.6
Non-Resp. Control 59.3+3.5 11.0+0.6 2.7+0.3
(n=4) ZnO NPs 345+6.4 -8.8+3.5 54+17
p 0.024 * 0.025 * 0.194

Action potential duration was measured at 25% amplitude.
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Figure legends

Figure 1. Ex vivo newborn rat preparation used to study ZnO NP neurotoxicity. (A)
Schematic drawing of a neonate's central nervous system (brainstem-spinal cord)
and (B) image showing the isolated brainstem-spinal cord in the recording chamber.
(C) Schematic of isolated brainstem-spinal cord with extracellular recording locations
from the hypoglossal nerve (XIl), and cervical (C4) and lumbar (L2) ventral roots.
(D1) Simultaneous multi-site recordings of raw spontaneous respiratory-related
bursting in the cranial nerve (XIl) and spinal ventral roots (C4, L2). Traces at right are
expanded (D2) to show the clear alternation between spontaneous inspiratory (insp.;
XlIl'and C4) and expiratory (exp.; L2) bursts. Note that in control conditions (i.e., when
preparations were bathed in normal aCSF), spontaneous respiratory-related activity
can be recorded for several hours before an activity arrest occurs (E). (F) Histograms
showing the variability in spontaneous respiratory burst frequency over time under
control saline conditions. Vertical bars indicate mean values, vertical lines indicate
the SEM (n=7 preparations). (G) Bar chart showing the durations over which
individual preparations expressed rhythmic respiratory related activity. The red dotted

line indicates the mean viability value. aCSF, artificial cerebrospinal fluid.

Figure 2. Characterization of ZnO NPs and quantification of free Zn?* ion
concentrations. (A) Size distribution of ZnO NPs and transmission electron
microscopy image of nano-scaled ZnO (inset). (B) Bar chart showing ZnO NP
concentrations and corresponding decompositions into Zn* ions. (C) Bar chart
illustrating Zn?* concentrations. Vertical bars indicate mean values, vertical lines
indicate the SEM. (D) Scatter plot showing the relationship between Zn%*/ZnO NP

ratio and ZnO NP concentration.

Figure 3. Effects of acute exposure to ZnO NPs on respiratory-related burst activity.
(A1, A2) Schematics of the experimental procedure (left) and raw spontaneous
inspiratory-like burst activity recorded from a cervical (C4) ventral root (right) in
control conditions (A1) and during ZnO NP application at different indicated times
(A2). (B) Histograms showing variation in the spontaneous respiratory burst
frequency (mean + SEM) over time under control saline conditions (open bar) and
during exposure to ZnO NPs (purple bars, n=8 preparations). (C) Bar chart illustrating

the dose-dependent effect of ZnO NPs on preparation respiratory longevity. Vertical
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bars indicate mean values, vertical lines indicate the SEM. Numbers of measured
preparations are indicated in parentheses. % p<0.05; aCSF, artificial cerebrospinal
fluid.

Figure 4. Magnitude of the ZnO NP-induced increase in respiratory burst frequency
is correlated to initial control rhythm frequency. (A, B) Raw extracellular burst activity
recorded from a C4 ventral root in isolated preparations generating a slow (A) or fast
(B) initial respiratory rhythm under control conditions (upper traces) and after 2 hours
of ZnO NP application (10 pg/mL). (C) Scatter plot showing relationship between
ZnO NP-induced changes in respiratory frequency and that of the initial control
rhythm (n=39 preparations). R?, coefficient of determination. (D, E) Scatter plots
showing that preparation viability is uncorrelated either with the initial respiratory

frequency (D) or with subsequent ZnO NP-induced changes in rhythm frequency (E).

Figure 5. Brainstem structures are responsible for both the accelerated respiratory
burst frequency and the drastic reduction in preparation longevity induced by an
acute exposure to ZnO NPs. (A1) Schematics of the experimental procedures using
a Vaseline barrier to separate the spinal cord from the brainstem in isolated CNS
preparations. (A2) Bar chart measuring viability of preparations bathed with normal
aCSF (open bar) or with ZnO NPs (2 pg/mL) applied selectively to either the spinal
cord (left purple bar) or on the brainstem (right purple bar). Vertical bars indicate
mean values, vertical lines indicate the SEM. Numbers of measured preparations are
indicated in parentheses. % p<0.05. (B1, B2) Raw extracellular recordings of burst
activity in cervical (C4) ventral root in preparations generating a slow (B1) or fast (B2)
initial respiratory rhythm under control conditions (upper traces) and after 2 hr of ZnO
NP application (2 uyg/mL) on the brainstem. (B3) Scatter plot (left) showing
relationship between ZnO NP-induced changes in respiratory burst frequency and the
initial control frequency of isolated preparations (n=7) under the experimental
condition schematized at right. R? coefficient of determination; aCSF, artificial

cerebrospinal fluid.

Figure 6. Effects of ZnO NPs on respiratory-related burst activity generated by the
pre-Botzinger Complex (preBotC) network in medullary slices from neonatal rats. (A)
top, Photomicrograph of a transverse medullary slice through the preBotC from a 2

day-old rat. The inset (white rectangle) delimits the ventrolateral aspect of the

30



medullary slice shown at higher magnification in B. NA, nucleus ambiguus. bottom,
Integrated (upper trace) and raw (lower trace) recordings of spontaneous respiratory
activity recorded from the preBo6tC with a macroelectrode positioned on the surface of
the slice. (B) Photomicrographs (corresponding to a z-stack of 15 images, 15 ym in
total thickness) of immunolabeling for choline acetyltransferase (ChAT, left, top,
green) and neurokinin 1 receptor (NK1R, left, bottom, red) in the ventrolateral part of
the medulla. right, Merged image. D, dorsal; M, Medial. (C) Histogram showing mean
variability in the spontaneous respiratory burst frequency over time under control
saline conditions (vertical bars, mean values; vertical lines, SEM; n=8 preparations).
(D) Bar plots representing the viability of individual preparations. The red dotted line
shows the mean longevity value. (E, F) Bar charts illustrating the dose-dependent
effects of ZnO NPs on respiratory burst frequency (E) and on the preparation viability
(F). Vertical bars indicate mean values, vertical lines indicate the SEM. Numbers of
measured preparations are indicated in parentheses. % p<0.05; aCSF, artificial

cerebrospinal fluid.

Figure 7. ZnO NPs depolarize preBotC inspiratory neurons and reduce the central
inspiratory synaptic drive. (A) Photomicrograph (corresponding to a z-stack of 15
images, 15 ym in total thickness) of immunolabeling for neurokinin 1 receptors
(NK1R, red) in a biocytin-filled neuron (green) located in the preBotC region
positioned ventrally to the choline acetyltransferase (ChAT, blue)-immunoreactive
nucleus ambiguus (NA). The white arrowhead indicates the neuron recorded in B.
The inset shows a schematic drawing of the medullary slice and the white rectangle
corresponds to the area of the photomicrograph. D, dorsal; M, Medial. (B)
Simultaneous whole-cell patch-clamp recording of a preBo6tC inspiratory neuron
(preBotC insp. neuron) and integrated extracellularly-recorded activity of the preB6tC
region (/| preB6tC) under control saline (normal aCSF, upper traces) and during ZnO
NP application (lower traces). The dashed line indicates the resting membrane
potential level measured in control conditions. (C) Scatter plots showing evolution of
neuronal membrane potential over time during acute exposure to ZnO NPs in
inspiratory (red dots) and non-respiratory (black dots) preBétC neurons. % p<0.05.
(D) Firing response of a neuron to an injected depolarizing current pulse in control
conditions (left) and during ZnO NP application (right). The membrane potential of the

cell during nanoparticle exposure was held at the same value as in control by
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injecting constant hyperpolarizing current. (E) Scatter plots showing evolution over
time in the amplitude of the inspiratory synaptic drive potential in preBé6tC neurons
(n=6) during ZnO NP application. % p<0.05. (F) Representative examples of action
potentials (AP) in the same neuron under normal conditions and during ZnO NP
application showing the latter's effects on AP amplitude and duration. aCSF, artificial

cerebrospinal fluid.
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[Abstract] The brainstem-spinal cord preparation of newborn rat contains neural networks able to
produce motor output in absence of sensory feedback. These neural structures, commonly called central
pattern generators (CPGs), are involved in many vital functions such as respiration (Morin and Viala,
2002; Giraudin et al., 2008) or locomotion (Juvin et al., 2005). Here we describe a procedure for the
isolation of the brainstem-spinal cord tissue of neonatal rat (0-2 days old). A surgical method under
binocular microscope allows the brainstem and the spinal cord to be isolated in vitro and the motor
outputs to be recorded. This preparation can then be used for diverse experimental approaches, such
as electrophysiology, pharmacology or anatomical studies, and constitutes a useful model to study the
interaction between CPGs (Juvin et al., 2007; 2012; Giraudin et al., 2012; Le Gal et al., 2014; 2016).

[Background] Historically, the in vitro spinal cord of neonatal rodent was developed to study the spinal
reflexes (Otsuka and Konishi, 1974). In 1984, Suzue was the first to develop the in vitro brainstem-spinal
cord preparation of newborn rat. Thus, it was possible to demonstrate that an isolated central nervous
system was able to generate spontaneously what is referred as fictive respiratory activity. Later, it was
then possible to determine the location of the CPGs underlying the locomotor rhythm generation
(Cazalets et al., 1995; Kjaerulff and Kiehn, 1996; Ballion et al., 2001) and those engaged in respiratory
rhythm generation (Smith et al.,, 1991; Onimaru and Homma, 2003). In our research team, this
preparation has been mainly used to study the neural mechanisms underlying the interaction between
CPGs. For instance, in a context of interaction between CPGs involved in the same function, our results
have contributed to characterize the role played by the sensory afferents and the spinal thoracic
segments in the coordination between the cervical and the lumbar locomotor CPGs (Juvin et al., 2005;
2012). Similarly, this preparation allows studies on the neural mechanisms involved in coordination
between CPGs engaged in different functions. Based on electrical stimulation of dorsal roots, it was
shown that the proprioceptive inputs originating from both hindlimb and forelimb are involved in the
respiratory rhythm entrainment observed during locomotion (Morin and Viala, 2002; Giraudin et al.,
2012). These ascending entraining signals from the cervical and lumbar afferents are conveyed to the
brainstem respiratory centers via a brainstem pontine relay located in the parabrachial/Kélliker-Fuse
complex (Giraudin et al., 2012). Using pharmacological and intracellular (patch-clamp recording)
approaches on the same preparation, recent results have demonstrated for the first time the existence
of an ascending pathway from the lumbar locomotor CPGs to the respiratory CPGs. This central

neurogenic mechanism, involving a substance P-dependent modulating mechanism, could play a crucial
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role in the increased respiratory frequency observed during locomotion (Le Gal et al., 2014). In addition,

it was also demonstrated that the locomotor related signal from the lumbar locomotor CPGs selectively

modulates the intracellular activity of spinal expiratory neurons (Le Gal et al., 2016). Altogether, our

results obtained on the in vitro brainstem spinal cord preparation of new born rat have contributed to

increase our understanding of the cellular bases engaged in the coordination of rhythmic neural circuitry

responsible for different functions.

Materials and Reagents

© ©® N o g~ oDbhPF

e o =
A W N L O

Needles (25 G) (Henke-Sass Wolf, catalog number: 4710005016)

Neonatal rat (0-2 days old)

Sodium chloride (NaCl) (Sigma-Aldrich, catalog number: S3014)

Potassium chloride (KCI) (Sigma-Aldrich, catalog humber: P3911)

Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich, catalog number: S0751)
Calcium chloride dihydrate (CaClz-2H20) (Sigma-Aldrich, catalog number: C5080)
Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2-6H20) (Sigma-Aldrich, catalog number: M2670)
Sodium bicarbonate (NaHCO:3) (Sigma-Aldrich, catalog number: S8875)

D-glucose (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific, catalog number: AC410950010)

. Sodium hydroxide (NaOH) (1 N) (Sigma-Aldrich, catalog number: 795429)

. Hydrochloric acid (HCI) (37%) (Sigma-Aldrich, catalog number: 258148)

. Isoflurane (Piramal Enterprises, Piramal HealthCare, catalog number: Isoflurane)
. Vaseline (Sigma-Aldrich, catalog number: 16415)

. Artificial cerebro-spinal fluid (aCSF) solution (see Recipes)

Equipment

1.

© ©® N o gk ow

10.

Fisherbrand™ beaker (1 L) (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific, catalog number:
15449083)

Ice bucket (SP Scienceware - Bel-Art Products - H-B Instrument, catalog number: M18848-
2001)

Induction chamber for inhalational anesthesia (TemSega, catalog number: chamber)
Isoflurane vaporizer (TemSega, model: Isoflurane vaporizer)

Carbogen, 95% O3z, 5% CO:2 (The Linde Group, Linde Gaz, model: Carbogen B50)

Scalpel blade (LCH MEDICAL PRODUCTS, catalog number: SCX23) (Figure 1a)

Small scissors (Moria, model: MC26B) (Figure 1a)

Fine forceps (Fine Science Tools, Dumont, model: 55) (Figure 1a)

Dissection chamber (plastic box, 100 ml) with 2 mm layer of silicone elastomer

Binocular microscope (Olympus, model: SZX7)
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11.

12.

Recording chamber (10 ml) composed by a standard petri dish (60 mm) with 2 mm layer of
silicone elastomer

Peristaltic pump (Gilson, model: Minipuls® 3)

Procedure

A. Atrtificial cerebro-spinal fluid (aCSF)

For the preparation, see explanation in the Recipes section below. Once prepared, place a beaker

containing aCSF in an ice bucket throughout experience.

B. Dissection and isolation of the brainstem-spinal cord

1.

10.

11.

Place a neonatal rat (0-2 days old) in an induction chamber for inhalational anesthesia. Animal
is anesthetized with 4% isoflurane until the loss of reflex responsiveness to tail pinching (during
7 to 10 min).

Using a scalpel, swiftly euthanize the animal by decapitation (incision must be performed in front
of the ears) (Figure 1b). This allows decerebration just rostrally to the fifth cranial nerves.
Remove the skin and muscles covering the back with forceps and scissors (Figure 1c).
Transfer the preparation into a dissection chamber filled with aCSF at 4 °C and insert needle in
each fore- and hind-limb to hold the preparation (slightly stretched) with the dorsal surface
upwards (Figure 1d).

Under binocular microscope, hold and lift up the skull bones with fine forceps. Using small
scissors, cut the skull bones on both sides in order to expose the brainstem (Figure 1e).

Using the same procedure along vertebral column, cut each vertebra on both sides to expose
the spinal cord (dorsal laminectomy) (Figure 1f).

Turn the preparation over in order to maintain its ventral surface upwards (Figure 19).

Hold and lift up the skull bones with fine forceps (Figure 1h) and cut all ventral and dorsal spinal
roots leaving as much length as possible. The inset in Figure 1h shows how the skin, muscles
and bones are removed to allow laminectomy to be performed. To avoid damage of brainstem
and/or spinal cord, it is crucial to never hold nervous tissue with forceps.

Using a spoon, carefully transfer the brainstem-spinal cord with its ventral and dorsal spinal
roots still attached in a 10 ml recording chamber containing circulating aCSF (flow rate, 3-5
ml/min adjusted with the peristaltic pump) (Figure 1i).

In order to ensure mechanical stability, the preparation is pinned down with its ventral surface
upward by several pins inserted through the meninges surrounding the brainstem and the spinal
cord.

To assess the quality of the procedure, motor output activity in spinal ventral roots is recorded
with glass suction electrodes filled with aCSF solution (Figure 2a). Signals (burst of action
potentials) are amplified (10,000 times) by differential AC amplifiers (low cutoff, 100 Hz; high

cutoff, 1 kHz), digitized and acquired via an analogical/digital interface, and finally stored on a
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computer. The dissection is successful when motor activities are spontaneously generated by

the isolated preparation (Figures 2b-2c).

brainstem

Figure 1. lllustrations of brainstem-spinal cord dissection. a. Tools used for dissection; b.
Neonatal rat (2 days old) and level of incision for decerebration; c. After decerebration, skin and
muscles covering the back are removed; d-f. The dorsal surface of the brainstem and the spinal
cord is first exposed; g and h. The ventral surface; i. Image showing the isolated brainstem-

spinal cord preparation with its spinal roots still attached.
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Figure 2. Motor output activity in spinal ventral roots from in vitro newborn rat
preparation. a. Image of an isolated brainstem-spinal cord (from a P2 newborn animal) in a
recording chamber. When required, the recording chamber is partitioned either 2 or 3
compartments with barriers of syringe-ejected Vaseline to permit differential exposure of
selected spinal cord regions to pharmacological treatment. b. Simultaneous recordings are
made from the 4th cervical (C4) and the 1st lumbar (L1) ventral roots. Respiratory-like rhythm
is spontaneously generated, showing clear inspiratory (Insp) C4 and pre-inspiratory/expiratory
(pre-l; Exp) L1 alternated phases. c. Blind techniques (with sharp or patch electrodes) were
used to record rhythmic activity of brainstem and spinal respiratory neurons. Here, the firing of
the impaled neuron is in synchrony with L1 ventral root discharge and therefore is identified as
an expiratory motoneuron (MN).

Data analysis

Respiratory and locomotor-related activities in spinal ventral roots can be recorded using glass
suction electrodes filled with aCSF solution. The motor outputs generated for these two
functions consist in rhythmic bursting activities, allowing several types of analysis. Thus, by
recording the respiratory motor outputs (see Giraudin et al., 2008), it is possible to determine
the respiratory frequency before, during and after pharmacological or lesion experiments. In
order to quantify the modulation of the respiratory rhythm between different conditions, statistical
analyses are performed using dedicated software, such as SigmaPlot 11.0 (Systat). The results
are expressed as mean + SEM (or SD), and Student’s t-test is used to compare the means of
two groups, whereas repeated measures ANOVA and subsequent Tukey’s post hoc tests are
used to compare more than two groups. The differences are considered statistically significant
when P < 0.05.
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2. ltis also possible to establish the phase relationship between motor-related bursting activities,
such as respiratory vs. locomotor, or locomotor vs. locomotor bursting activities. In order to
calculate the phase relationship, several burst activities of a given ventral root are selected and
taken as reference. The phase values of burst onsets in a second ventral root are calculated by
dividing the duration between the onsets of two consecutive burst onsets of each motor output
by the reference cycle period. The phase values are then plotted on a circular phase diagram
with a scale ranging from 0 to 1. A phase value approaching O or 1 indicates synchrony, whereas

values close to 0.5 reflects alternation.

Recipes

1. Artificial cerebro-spinal fluid (aCSF) solution

a. Add 7.305 g NacCl (final concentration 100 mM), 0.249 g KCI (4 mM), 0.069 g NaH2PO4 (1.2
mM), 0.185 g CacClz (2 mM), 0.233 g MgClz (1.3 mM), 1.764 g NaHCOs (25 mM), 5.406 g D-
glucose (30 mM) in a beaker filled with 1 L of distilled water

b. Mix the solution with a magnetic stirrer

c. Place the beaker in an ice bucket and perfuse the aCSF with 95% Oz and 5% CO: for at
least 30 min before use

d. Adjust the pH to 7.4 (use NaOH or HCI)
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