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Résumé 
 

Autophagie, inflammation et toxicité des particules aluminiques dans un paradigme 
d’Encéphalomyélite Myalgique/Syndrome de Fatigue Chronique 

 
La vaccination est une avancée majeure de la médecine moderne ayant permis d’éradiquer 
certaines maladies et d’endiguer la propagation de nombreuses autres. Malgré une bonne 
tolérance par la population générale, certains individus présentent des difficultés d’élimination 
des particules aluminiques utilisées comme adjuvant vaccinaux. Ces patients présentent une 
lésion histopathologique musculaire caractéristique, biopersistante sur le long terme et 
composée de cellules immunitaires présentant des inclusions intracellulaires de cristaux 
aluminiques. Cette lésion, associée à un ensemble d'arthromyalgie, de fatigue chronique et de 
troubles cognitifs, est appelée myofasciite à macrophages (MFM). 
 
Les vaccins à base d’aluminium sont des particules pseudo-infectieuses gérées comme des 
agents pathogènes par des cellules présentatrices d'antigènes via endocytose et élimination 
ultérieure par l'intermédiaire de la machinerie xéno/autophagique. Par ailleurs, la littérature 
scientifique a montré que l’oxy-hydroxyde d'aluminium, l’un des principaux adjuvants, peut 
perturber la réponse autophagique. Cela conforte l’idée que l’intolérance aux adjuvants 
aluminiques pourrait être la conséquence d’une interaction de type « gènes x environnement » 
reposant sur une déficience de l’autophagie dans les cellules de l’immunité comme facteur de 
susceptibilité individuelle aux particules d’aluminium d’origine vaccinale. 
 
Les réponses autophagiques et inflammatoires des cellules immunitaires isolées en réponse 
aux particules aluminiques n’étant pas totalement caractérisées parmi la population globale. 
Le travail de thèse présenté dans ce manuscrit a donc eu pour premier objectif d’étudier ces 
réponses chez des individus sains avant de comparer les résultats avec ceux obtenus chez des 
individus atteint de MFM. Les données ont démontré que de nombreuses interactions entre les 
mécanismes d’endocytose, d’autophagie et d’inflammation sont mises en œuvre par les 
cellules de l’immunité en réponse à la présence de particules d’aluminium. Des 
expérimentations complémentaires seront nécessaires afin de caractériser finement les 
différentes intrications entre ces mécanismes. Cependant, certaines observations ont laissé 
entrevoir de subtiles variations de réponse au sein des cellules immunitaires des patients 
MFM exposées à des particules aluminiques. Ces cellules ont ainsi présenté un équilibre entre 
autophagie et endocytose penchant en faveur de l’endocytose et associé à une réponse 
inflammatoire réduite par rapport aux individus sains. Ces observations sont en accord avec la 
littérature scientifique actuelle et pourraient être principalement la conséquence plus que la 
cause de l’état de santé des patients MFM. 
 
Suite aux observations in vitro, des analyses exploratoires in vivo ont été menées afin de 
développer un modèle murin avec des perturbations de l’autophagie pour étudier l’importance 
de ce mécanisme dans la prise en charge et le devenir des particules aluminiques. Une étude 
longue a été réalisée pour tester l’efficacité d’un traitement pharmacologique 
(hydroxychloroquine) à perturber l’autophagie sans induire de toxicité. Nos résultats montrent 



que, bien qu’apparemment non toxique pour les animaux, le traitement utilisé n’a pas été en 
mesure de perturber l’autophagie sur le long terme. Par conséquent, l’étude de l’importance 
du mécanisme autophagique dans la translocation des particules d’aluminium a été réalisée en 
privilégiant un modèle de KO génétique. Les données ont confirmé les précédentes 
observations faites sans mettre en avant de rôle majeur de l’autophagie dans le déplacement 
des particules d’aluminium depuis le site d’injection initial, au regard du faible effectif 
d’animaux disponibles pour cette étude.  
 
En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence une prise en charge des particules 
aluminiques d’origine vaccinale d’une grande complexité, nécessitant une approche 
pluridisciplinaire pour être finement décrite. 
 
Mots clés : Adjuvant aluminique, autophagie, inflammation, toxicité, souris, 
Encéphalomyélite myalgique/ Syndrome de Fatigue Chronique 
  



Abstract 
 

Autophagy, inflammation and toxicity of aluminum particles in a paradigm of Myalgic 
Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome 

 
Vaccination is a major advance in modern medicine that has eradicated some diseases and 
stemned the spread of many others. Despite good tolerance by the general population, some 
individuals have difficulties clearing aluminum particles used as vaccine adjuvants. These 
patients have a characteristic muscle histopathological lesion, biopersistening over the long 
term and composed of immune cells with intracellular inclusions of aluminum crystals. This 
lesion, associated with a set of arthromyalgia, chronic fatigue and cognitive impairment, is 
called macrophagic myofasciitis (MMF). 
 
Aluminum-based vaccines are pseudo-infectious particles managed as pathogens by antigen-
presenting cells via endocytosis and subsequent elimination via xeno/autophagic machinery. 
In addition, the scientific literature has shown that aluminum oxy-hydroxide, one of the main 
adjuvants, can disrupt the autophagic response. This supports the idea that intolerance to 
aluminum adjuvants could be the consequence of a "gene x environment" interaction based on 
a deficiency of autophagy in immunity cells as a factor of individual susceptibility to 
aluminum particles of vaccine origin. 
 
The autophagic and inflammatory responses of isolated immune cells in response to 
aluminum particles are not fully characterized among the overall population. The first 
objective of the thesis work presented in this manuscript was therefore to study these 
responses in healthy individuals before comparing the results with those obtained in 
individuals with MMF. The data demonstrated that many interactions between the 
mechanisms of endocytosis, autophagy and inflammation are implemented by immunity cells 
in response to the presence of aluminum particles. Additional experiments will be necessary 
in order to finely characterize the different entanglements between these mechanisms. 
However, some observations have suggested subtle variations in response within the immune 
cells of MMF patients exposed to aluminum particles. These cells thus presented a balance 
between autophagy and endocytosis leaning in favor of endocytosis and associated with a 
reduced inflammatory response compared to healthy individuals. These observations are in 
agreement with the current scientific literature and could be primarily the consequence more 
than the cause of the health condition of MMF patients. 
 
Following in vitro observations, in vivo exploratory analyses were conducted to develop a 
mouse model with autophagy disturbances to study the importance of this mechanism in the 
management and fate of aluminum particles. A long study was conducted to test the 
effectiveness of a pharmacological treatment (hydroxychloroquine) in disrupting autophagy 
without inducing toxicity. Our results show that, although apparently non-toxic to animals, the 
treatment used was not able to disrupt autophagy in the long term. Therefore, the study of the 
importance of the autophagic mechanism in the translocation of aluminum particles was 
carried out by favoring a genetic KO model. The data confirmed previous observations made 



without highlighting a major role for autophagy in the movement of aluminum particles from 
the initial injection site, given the small number of animals available for this study. 
In conclusion, this work has made it possible to highlight a management of aluminum 
particles of vaccine origin of great complexity, requiring a multidisciplinary approach to be 
finely described. 
 
Key words: Aluminum adjuvant, autophagy, inflammation, toxicity, mice, Myalgic 
Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome 
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 Fis1 : fission protein 1 (protéine mitochindriale) 

 fND : Nano-diamants fonctionnalisés 
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transfer) 
 

 GL : Mammalian G protein -subunit-like 

 GERMMAD : Groupe de recherche sur les maladies musculaires acquises et 
dysimmunitaires 

 GM-CSF : Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor 

 GS : Grip strength 
 

 HCQ : Hydroxychloroquine 

 HE : Coloration Hématéine-Eosine 

 HES : Coloration Hématéine-Eosine-Safran 

 HPLC : Chromatographie liquide de haute performance 

 HPV : Papillomavirus humain (Human papillomavirus) 

 HRP : Peroxydase de raifort 
 

 Ig : Immunoglobuline, il existe des Ig de type G, A, M, E, et D 

 IL : Interleukine 
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 MCP1/CCL2 : Monocyte chimioattractant protein 1 
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 mTORC1 : Mammalian target of rapamycin complex 
 

 NLR : Récepteurs cytoplasmiques de type NOD (NOD Like Receptor) 

 NLRP3 : NACHT, LRR, and PYD domains-containing protein 3 



Abréviations 

Thèse Jean-Daniel Masson 5 

 Nnt, NNT : Respectivement gène murin et protéine de la nicotinamide nucleotide 
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 NOAEL : Dose sans effet indésirable observé (no-observed-adverse effect level) 
 

 OF : Open field 

 OMS : Organisation Mondiale de la Santé (WHO en anglais, World Health 
Organization) 
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 PI3K : Complexe phosphatidylinositol-3-kinase de classe III 
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 PRAS40 : Proline-rich Akt substrate of 40kDa 

 PRR : Récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition 
Receptors) 

 PSM : Poste de sécurité microbiologique 
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 UE : Union Européenne 

 ULK : UNC-51-like-kinase 
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Le manuscrit de thèse présenté ici retrace le travail effectué depuis février 2017 au sein de 
l’équipe Biologie du Système Neuromusculaire du Pr Relaix, dans l’unité mixte de 
recherche 955 de l’INSERM. L’équipe est située d’une part à la faculté de santé de Créteil et 
d’autre part à l’école nationale vétérinaire de Maisons-Alfort. Ce projet a été soutenu 
financièrement par l’institut américain The Children’s Medical Safety Research Institute 
(CMSRI), l’association Entraide aux Malades de Myofasciite à Macrophages (E3M), le 
fond de dotation International Fund fOr Research on LYME disease (iFL) et l’Agence 
Nationale pour la Recherche (ANR). 
 
Ce travail s’inscrit dans un contexte de défiance croissante de la population vis-à-vis de la 
vaccination, révélée par la concertation citoyenne nationale sur la vaccination de 2016 initiée 
par Mme la Ministre chargée de la santé, Marisol Touraine, et menée par le comité 
d’orientation dirigé par le Professeur Alain Fischer. L’utilisation d’adjuvants dans les 
vaccins est en effet souvent citée par le grand public comme point de questionnement, et en 
particulier l’innocuité des adjuvants à base d’aluminium (Al). Nous pensons bien 
évidemment que la vaccination est l’une des avancées majeures de la médecine moderne. 
Cependant, il faut garder à l’esprit que, contrairement aux traitements conventionnels, les 
vaccins sont administrés à des sujets sains et que, par conséquent, l’étude de leur absolue 
utilité et innocuité est primordiale.  
 
Les adjuvants ont pour but d’améliorer la réponse en anticorps des vaccins afin de les rendre 
plus efficaces (Ramon, 1925). Les adjuvants à base d’Al, utilisés dans plus de 60 % des 
vaccins commercialisés en médecine humaine, ont été introduits de manière empirique par 
Alexander Glenny en 1926. Les deux principaux sels d’Al utilisés sont l’oxy-hydroxyde d’Al 
(AH, Alhydrogel®) de formule chimique AlOOH et l’hydroxyphosphate d’Al (AP, 
Adjuphos®) de formule AlOHPO4. Ces adjuvants sont soupçonnés depuis plusieurs années 
d’être impliqués dans l’apparition de maladies auto-immunes ou neurologiques 
(Tomljenovic & Shaw, 2011). 
 
Dans ce contexte, la myofasciite à macrophages (MFM), une lésion musculaire 
inflammatoire caractéristique décrite en France en 1998 (Gherardi et al., 1998), est un 
indicateur de la longue persistance de l’Al vaccinal au niveau du site d’injection (Gherardi et 
al., 2001a; Gherardi & Authier, 2003). En effet, des cristaux d’Al phagocytés dans des 
macrophages peuvent persister de façon très localisée au point d’injection du vaccin (muscle 
deltoïde) pendant plusieurs années après la vaccination. La MFM est observée chez des 
patients présentant des symptômes communs avec l’encéphalomyélite myalgique ou 
syndrome de fatigue chronique (EM/SFC), tels que des arthromyalgies, des troubles 
cognitifs et une fatigue persistante associée à un sommeil non réparateur. L’hypothèse 
étiologique actuelle de la MFM, proposée par l’organisation mondiale de la Santé (OMS), 
repose sur un dysfonctionnement – d’origine génétique ou acquis – dans le mécanisme 
d’élimination de l’Al par les cellules immunitaires (World Health Organization, 1999). 
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L’objectif de ce travail est de faire avancer la recherche vers une meilleure compréhension 
des réponses physiologiques et immunologiques induites par les adjuvants aluminiques, en 
particulier dans le contexte d’une possible sensibilité particulière présentée par les patients 
atteints de MFM. Pour ce faire, le phénotype spécifique des patients atteints de MFM a été 
observé in vitro afin d’attester le défaut supposé dans le processus autophagique et son lien 
avec le statut inflammatoire des cellules de l’immunité. Par ailleurs, nous avons ensuite 
cherché à définir la meilleure option de modèle de petit animal permettant l’étude in vivo de 
la biopersistance et de la translocation des particules d’Al depuis le muscle injecté 
jusqu’aux organes distants comme le cerveau, ainsi que la réponse inflammatoire produite 
par la présence d’Al exogène dans l’organisme. 
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I. La vaccination 
 

I.1.Historique 
 

I.1.1. La découverte du principe de vaccination 
 
Dès le XVIIème siècle, alors que la variole, hautement contagieuse, fait des milliers de morts 
par épidémies successives, des essais sont menés afin de protéger les personnes saines de la 
maladie. L’observation avait déjà été faite que les personnes survivant à une maladie 
contagieuse ne la contractaient plus par la suite. Des techniques empiriques diverses ont donc 
été testées aux quatre coins du monde, dépôt de pus ou squames varioliques sur la muqueuse 
nasale des enfants en Chine, administration sous cutanée d’exsudat émanant de patients peu 
atteints en Perse ou en Afrique, inoculation de pus variolique desséché en Europe. Le but était 
de faire développer une infection bénigne au patient afin de lui octroyer une protection 
permanente contre la variole (Bazin, 2008). La technique de « variolisation » utilisée en 
Chine et importée en Europe au XVIIIème siècle était efficace mais pas sans danger puisque 
mortelle pour environ 2 % des patients exposés (vaccination-info-service.fr, 2018a). 
Cependant, en cherchant à faire se développer une infection bénigne à un patient afin de le 
protéger contre la forme sévère de la maladie, le principe de vaccination était découvert. 
 
La première grande avancée remonte à 1796, quand, dans les campagnes anglaises, le 
médecin Edward Jenner (1749-1823) (Photo 1) remarque que les fermiers en contact avec la 
vaccine, forme bovine de la variole, ne semblent pas contracter sa forme humaine. Il a alors 
l’idée d’introduire par scarification du pus prélevé chez un patient infecté par la vaccine, à un 
enfant, James Phipps, qui résistera à la variole grâce au principe d’atténuation des germes 
par le passage d’une espèce animale à l’autre (Mettra, 2015). 
 

 
 

Photo 1 : Statue d’Edward Jenner (Kensington Gardens, Londres) 
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Cette atténuation réside dans l’utilisation d’organismes vivants affaiblis afin qu’ils perdent 
leur caractère pathogène pour le receveur, permettant ainsi une infection limitée induisant une 
réponse immunitaire proche de celle obtenue par la présence de l’agent infectieux naturel et 
protégeant contre les infections ultérieures par cet agent. L’atténuation des germes par 
changement d’espèce cible n’est pas la seule méthode. Elle peut également être effectuée en 
traitant des pathogènes issus de l’espèce cible par divers procédés comme pour les vaccins 
contre la rougeole, la rubéole, les oreillons, la fièvre jaune, la tuberculose ou la forme orale du 
vaccin anti-poliomyélite (World Health Organization, 2013). Les vaccins atténués miment si 
parfaitement l’infection naturelle qu’une unique injection suffit généralement à produire une 
très longue immunité protectrice pour le receveur (Malé, 2016). 
 
Alors qu’il était obligatoire pour les enfants au Royaume-Uni depuis 1853, le vaccin contre la 
variole ne devient obligatoire en France qu’en 1902 après avoir été largement popularisé par 
le Comité central de Vaccine et son premier président, le docteur Joseph-Ignace Guillotin 
(1738-1814), célèbre notamment pour sa participation lors de la révolution française. Les 
grandes campagnes de vaccination anti-variole dans les pays endémiques entre 1966 et 1980 
d’une part et le perfectionnement et la généralisation de la vaccination d’autre part aboutissent 
à l’éradication de la variole au niveau mondial en 1980 (World Health Organization, 2010). 
La technique fait également ses preuves sur d’autres maladies avec une baisse de 99 % des 
cas de poliomyélite entre 1988 et 2003, et une baisse de 40 % des cas de rougeole entre 1999 
et 2003 au niveau mondial, ainsi qu’une diminution des cas d’oreillons de 859 à 9 pour 
100 000 habitants entre 1986 et 2013 en France (Launay, 2015). Le maintien d’une bonne 
couverture vaccinale, c’est-à-dire d’un taux élevé de personnes vaccinées au sein de la 
population, est nécessaire pour éviter la résurgence d’autres maladies infectieuses, comme 
cela a été noté pour la coqueluche ou la rubéole, avec un double bénéfice, individuel mais 
également collectif, par la réduction du nombre de personnes susceptibles de transmettre les 
maladies infectieuses (Masson et al., 2018). 
 
 

I.1.2. Des vaccins atténués aux vaccins inactivés 
 
Dans les années 1870, Louis Pasteur (1822-1895) (Photo 2), chimiste et physicien de 
formation, devient un fervent partisan de la théorie selon laquelle les maladies contagieuses 
sont dues à des organismes microscopiques, contrairement à l’idée répandue selon laquelle 
ces maladies seraient spontanées (Perrot, Schwartz & Poissenot, 1999). Il applique cette 
théorie aux maladies des animaux d’élevage et commence l’étude des maladies contagieuses 
humaines dès 1876. Cette recherche d’une origine microbienne permet la découverte de 
l’étiologie de la maladie du charbon, du choléra et de la peste et change ainsi la vision de ces 
maladies dont la cause devient identifiable (Perrot & Schwartz, 2014). 
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Photo 2 : Louis Pasteur (Photo prise dans l’hôtel privé
 
Le terme vaccin est inventé par Pasteur en 1879 lors d’une étude sur le choléra des poules. 
Ayant retrouvé d’anciennes culture
inocule à des poules et constate que ces dernières développent 
même après inoculation supplémentaire
artificiel repose sur le même 
utilise donc le terme « vaccin
bovine, la vaccine. Le vaccin 
est la cause de l’atténuation des antigènes 
vaccin de Jenner. Cette atténuation des antigènes par l’Homme permet de travailler avec les 
antigènes issus de l’espèce ciblée par le vaccin sans devoir passer par une souche proche 
comme la vaccine pour la production du vaccin antivariolique.
principe de vaccination comme «
donner une maladie bénigne qui préserve de la maladie mortelle
actuelle des vaccins atténués 
humaine aboutissant à la création du vaccin 
Joseph Meister, un enfant de 9 
comme 350 autres personnes ayant reçu le vaccin
2010). 
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inventé par Pasteur en 1879 lors d’une étude sur le choléra des poules. 
Ayant retrouvé d’anciennes cultures de bactéries responsables de la maladie, Pasteur les 
inocule à des poules et constate que ces dernières développent le choléra

près inoculation supplémentaire de germes frais. Cette technique de 
sur le même principe que celui utilisé par Jenner 83 ans plus tôt

vaccin » en hommage au travail de Jenner sur la variole
Le vaccin est ici qualifié d’atténué artificiel dans la mesure où l’Homme 

de l’atténuation des antigènes et non pas un changement d’espèce comme pour le 
Cette atténuation des antigènes par l’Homme permet de travailler avec les 

antigènes issus de l’espèce ciblée par le vaccin sans devoir passer par une souche proche 
comme la vaccine pour la production du vaccin antivariolique. En 1881, 

incipe de vaccination comme « des virus affaiblis ayant le caractère de ne jamais tuer, de 
donner une maladie bénigne qui préserve de la maladie mortelle » qui correspond à la vision 

 (Patel, 2016). C’est le début des recherches sur la vaccination 
humaine aboutissant à la création du vaccin antirabique administré avec succès

enfant de 9 ans mordu par un chien suspecté d’être enragé
autres personnes ayant reçu le vaccin, ne développeront pas la rage 
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qui correspond à la vision 
. C’est le début des recherches sur la vaccination 

administré avec succès en 1985 à 
par un chien suspecté d’être enragé. L’enfant, tout 

ne développeront pas la rage (Debré, 
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Pasteur découvrira par la suite que le procédé qu’il utilise pour la fabrication de son vaccin 
antirabique n’atténue pas l’agent infectieux, mais le détruit. Cette découverte capitale ouvre la 
voie aux vaccins inactivés contenant des antigènes composés de pathogènes tués 
(vaccination-info-service.fr, 2018a). Les pathogènes tués offrent une meilleure stabilité de la 
préparation et protègent contre l’induction accidentelle de la maladie. Cependant, ces 
antigènes ne sont pas toujours aussi performants à produire une réponse immunitaire adéquate 
et peuvent nécessiter plusieurs doses alors que les antigènes vivants, capables de réplication, 
assurent une stimulation de longue durée permettant la production de cellules mémoires signe 
de réponse immunitaire adaptative (World Health Organization, 2013).  
 
 

I.1.3. Purification des antigènes, la découverte des toxines 
 
La purification des antigènes vise à réduire les risques de transmettre la maladie au patient par 
l’utilisation de fragments de pathogènes contre lesquels l’immunité est voulue. Cette 
technique est complexe car il faut analyser les différentes sous-unités des pathogènes afin de 
produire une combinaison efficace à induire une réponse immunitaire dans un vaccin appelé 
sous-unitaire. Ce type de vaccin déclenche une réponse immunitaire courte qui ne garantit 
pas la production de cellules mémoire comme pour les vaccins atténués (World Health 
Organization, 2013). 
 
En 1888, la toxine diphtérique est identifiée comme agent responsable de la diphtérie par 
Émile Roux (1853-1933) et Alexandre Yersin (1863-1943). La toxine tétanique est 
découverte deux ans plus tard au Danemark.  
 
En 1923, Gaston Ramon (1886-1963) (Photo 3), vétérinaire et biologiste français qui a 
travaillé avec Émile Roux sur la production de sérums antitétanique et antidiphtérique chez le 
cheval, utilise alors le formol pour la conservation des sérums et toxines afin de les prévenir 
de toute contamination microbienne. L’utilisation de formol couplé à la chaleur inactive et 
purifie les toxines diphtérique et tétanique en une forme dérivée inoffensive mais conservant 
son pouvoir immunisant, rendant ainsi leur utilisation plus sûre (Gilbrin, 1984). Ramon donne 
au produit de cette transformation le nom d’anatoxine. Cette forme inactivée de la toxine 
permet de ne pas engendrer les symptômes de la maladie au moment de l’inoculation. 
Cependant, cette grande pureté et la sécurité qui lui est associée ont un coût. Si la 
conservation des anatoxines est généralement très bonne, l’injection d’une anatoxine 
provoque des réactions locales plus courantes au point d’injection et ne déclenche pas 
toujours une réponse immunitaire efficace à assurer la production d’anticorps sans l’aide d’un 
composé extérieur (World Health Organization, 2013).  
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Photo 3 : Gaston Ramon dans le laboratoire de recherche de l’Institut Pasteur, Garches, 

 
 

I.2 Les adjuvants vaccinaux, une nécessité
 

I.2.1. Découverte
 
L’histoire des adjuvants débute 
constate que la réponse immunitaire après injection de ces composés très purifiés est 
insuffisante. Il note en 1925 
d’anticorps) est meilleure en induisant une 
des anatoxines. Il teste alors 
latin adjuvare signifie « aider
avec l’antigène (Ramon, 1925)
immunologiste britannique, découv
(KAl(SO4)2), ou alun, et son action irritante et inflammatoire pour les tissus. En effet, Glenny 
observe une concentration en antitoxine
injecté avec la toxine diphtérique inactivée 
adjuvant de diverses substances
c’est finalement l’Al, cette fois sous forme de sels d’hydroxyde (AlOOH) ou de phosphate 
(AlOHPO4), qui sera le plus efficace 
 
Dans les années 1940, deux grandes familles d’adjuvants sont utilisées en vaccination, les sels 
d’alun et les émulsions d’huile dans l’eau. L’émulsion la plus répandue est l’adjuvant de 
Freund qui entraine une excellente réponse immunitaire
réactions locales intenses (Freund, Casals & Hosmer, 1937)
améliorer l’adjuvant de Freund mais la découverte 
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L’histoire des adjuvants débute avec la production des anatoxines, lorsque Gaston Ramon 
constate que la réponse immunitaire après injection de ces composés très purifiés est 
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est meilleure en induisant une réaction inflammatoire simultaném
alors diverses substances appelées adjuvants, dont le nom dérivé du 
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injecté avec la toxine diphtérique inactivée (Glenny et al., 1926). L’année suivante, l’effet 
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(Freund, Casals & Hosmer, 1937). Des essais seront menés pour 
améliorer l’adjuvant de Freund mais la découverte dans les années 60 de lésions 
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granulomateuses accompagnant les inflammations intenses au moment de l’injection, puis la 
mise en évidence du potentiel carcinogène de métabolites issus des huiles minérales réduiront 
son intérêt et son utilisation (Singh, 2007). 
 
Paradoxalement, alors que l’adjuvant de Freund se trouve exposé aux critiques et est sujet 
d’essais d’amélioration, les adjuvants aluminiques eux, restent inchangés jusqu’à aujourd’hui, 
bien que certaines limites à leur utilisation aient été mises en évidence dès les années 1980 
(Tomljenovic & Shaw, 2011). En effet, ces adjuvants n’augmentent pas la réponse immune 
des toxines tétaniques et diphtériques et induisent une production élevée 
d’immunoglobuline E (IgE) potentiellement allergéniques (Vassilev, 1978a; Singh, 2007). 
Les recherches seront néanmoins portées sur la production de nouveaux adjuvants sans réelles 
tentatives pour comprendre les mécanismes exacts d’action des composés déjà utilisés ou les 
problèmes de sécurité qu’ils pourraient présenter. En 2002, l’administration américaine des 
denrées alimentaires et des médicaments (Food and Drug Administration (FDA)) écrivait que 
« le seuil de 15 mg d’alun ou 0,85 mg d’Al par dose vaccinale a été sélectionné 
empiriquement à partir des données qui ont montré que cette quantité d’Al renforçait 
l’antigénicité et l’efficacité du vaccin » (Baylor, Egan & Richman, 2002). 
 
 

I.2.2. Mode d’action 
 
La réponse immunitaire est composée de deux types d’immunité : la réponse innée avec une 
action cytotoxique non spécifique (phagocytose des pathogènes par des cellules) et la réponse 
adaptative à la fois humorale (production d’anticorps ou immunoglobulines (Ig) spécifiques) 
et cellulaire (cytoxicité spécifique) et dont l’ensemble des diverses intrications ne sont pas 
encore totalement caractérisées. La fonction première du système immunitaire est d’assurer 
l’intégrité de l’organisme face aux agressions d’agents pathogènes (Fougereau, 2007). Ainsi, 
le pathogène introduit dans l’organisme déclenche avant tout une réponse immunitaire innée 
reposant sur sa détection, par le jeu d’une interaction spécifique entre des récepteurs du soi, 
les Pattern Recognition Receptors (PRR) et les Pathogen-Associated Molecular Pattern 
(PAMP) associés aux pathogènes (Espinosa & Chillet, 2010). Au sein des PRR, la sous-
famille la plus importante de ces récepteurs membranaires sont probablement les Toll-Like-
Receptor (TLR), capables d’identifier les lipides, lipoprotéines, acides nucléiques ou protéines 
appartenant au non-soi. L’équivalent cytoplasmique est représenté par les NOD Like Receptor 
(NLR) impliqués dans la détection de bactéries intracellulaires. Une fois reconnue, la cellule 
infectée produit des interférons antiviraux de type I protégeant les cellules voisines 
(Lapaquette, Nguyen & Faure, 2017). 
 
La réponse inflammatoire permet la prise en charge du pathogène par les macrophages ou les 
cellules dendritiques qui vont effectuer la phagocytose afin d’internaliser et de décomposer le 
pathogène et de présenter ses antigènes aux lymphocytes du système immunitaire. Les 
cellules Natural killer (NK) sont également mises à contribution afin de détruire les cellules 
infectées ou cancéreuses (Espinosa & Chillet, 2010). 
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L’immunité adaptative qui apparait après l’immunité innée repose sur la reconnaissance des 
antigènes spécifiques de l’agent pathogène présenté par les cellules présentatrices d’antigènes 
aux lymphocytes via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Le CMH de classe I 
donne le signal aux lymphocytes T CD8 qui deviennent cytotoxiques par expression d’un 
récepteur spécifique à l’antigène à leur surface et sont capables d’action directe sur les 
antigènes ou d’action indirecte via la sécrétion d’interféron gamma ou d’interleukines (IL) 
activant d’autres types de cellules de l’immunité. Le CMH de classe II provoque la maturation 
des lymphocytes T CD4 en lymphocytes auxiliaires ou helper : c’est l’immunité cellulaire 
(Lapaquette, Nguyen & Faure, 2017). Les lymphocytes B répondent à cette présentation 
d’antigènes par la production d’Ig et anticorps circulants avec une action systémique : c’est 
l’immunité humorale. Des cellules mémoire capables d’une réponse plus rapide et plus 
intense en cas de rencontre future avec le même antigène sont également produites si la durée 
de mise en contact entre l’antigène et le système immunitaire est suffisamment longue. 
L’ensemble de ces réactions étant étroitement contrôlées par des chimiokines, cytokines et 
cellules accompagnatrices comme les Th, pour lymphocytes T auxiliaires ou helper. 
 
Le rôle des adjuvants est d’aider les antigènes vaccinaux, à faible pouvoir immunogène, à 
induire la réponse immunitaire innée puis d’augmenter l’amplitude de la réponse adaptative 
dirigée contre ces antigènes spécifiques afin de mimer l’attaque de l’agent pathogène porteur 
des antigènes utilisés. Ce rôle d’aide peut devenir primordial avec de nombreux antigènes 
comme les peptides ou les haptènes car la grande pureté des molécules utilisées les rend très 
peu immunogènes (Bégué et al., 2012). L’ensemble des adjuvants, dont les adjuvants 
aluminiques, servent également à orienter la réponse immunologique obtenue vers la voie 
humorale ou cellulaire en augmentant spécifiquement la production de certains isotypes 
d’anticorps ou de cellules mémoire de l’immunité (Malé, 2016). Cependant, près d’un siècle 
après les travaux de Ramon et malgré des études approfondies, le rôle précis des adjuvants, en 
particulier aluminiques, dans la réponse immunitaire reste toujours relativement peu détaillé 
(Fougereau, 2007; Exley et al., 2009; Exley, Siesjö & Eriksson, 2010). L’étude de la réponse 
immunitaire après injection de composés aluminiques suggère une forte réponse immunitaire 
innée avec attraction de neutrophiles, de monocytes et macrophages, d’éosinophiles et de 
cellules présentatrices d’antigène CMH de classe II, en particulier des cellules dendritiques 
(Lu & Hogenesch, 2013). Les macrophages musculaires sont les premiers à intervenir après la 
détection de l’Al (Brigitte et al., 2010). In vitro, la forte liaison de l’antigène avec 
l’oxy-hydroxyde d’Al (AH) permet d’augmenter l’absorption de l’antigène et sa prise en 
charge par les cellules présentatrices d’antigènes (Ghimire et al., 2012). Dans le muscle, la 
production locale de chimiokines par ces cellules permet le recrutement d’autres types 
cellulaires comme les neutrophiles et les monocytes inflammatoires qui se différencient en 
cellules dendritiques inflammatoires (Brigitte et al., 2010). Ces cellules immatures ayant 
phagocyté l’antigène migrent ensuite vers le paracortex des ganglions lymphatiques tout en 
devenant des cellules matures au contact des lymphocytes T présents au niveau du ganglion 
(Liao et al., 2012). Les adjuvants aluminiques induisent également une polarisation des 
lymphocytes T naïfs en cellules effectrices de type Th2 (HogenEsch, 2002; Sokolovska, Hem 
& HogenEsch, 2007). La voie Th2 préférentielle des adjuvants aluminiques oriente la réponse 
immunitaire vers la voie humorale et permet une forte production d’anticorps dans la mesure 
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où la production d’IL-4 par les cellules Th2 favorise la sécrétion d’IgG et d’IgE (Ulanova et 
al., 2001; Malé, 2016). La voie Th1 favorise quant à elle la production de lymphocytes T 
cytotoxiques et de macrophages impliqués dans la voie cellulaire. Les recherches dans le 
domaine suggèrent que l’Al des vaccins pourrait agir par de nombreuses voies, incluant 
l’inflammasome NALP3 (Exley, Siesjö & Eriksson, 2010) aussi nommé inflammasome 
NLRP3, bien que sa totale nécessité dans l’effet adjuvant soit contestée en fonction des études 
menées (Eisenbarth et al., 2008; Li et al., 2008; Franchi & Núñez, 2008; Kool et al., 2008; 
Spreafico, Ricciardi-Castagnoli & Mortellaro, 2010). Une hypothèse est que les particules 
d’Al captées par les cellules phagocytaires seraient en mesure d’entrainer des dommages et 
une rupture lysosomale libérant l’Al ainsi que des enzymes telles que la Cathepsine B dans le 
cytoplasme (Hornung et al., 2008; Herd, Malugin & Ghandehari, 2011). Les composés libérés 
représenteraient alors un signal de danger suffisant à activer le NLRP3 et assurer l’initiation 
de la réponse immunitaire (Eisenbarth et al., 2008; Li et al., 2008; Marrack, McKee & 
Munks, 2009). Une seconde hypothèse repose sur une action indirecte des adjuvants 
aluminiques avec production d’un composé intermédiaire. La présence d’espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) ou l’apoptose entrainée par la libération de cytochrome C après perturbation 
des mitochondries par les particules d’Al (Arab-Nozari et al., 2019) entrainent la production 
d’urate de sodium (Shi, Evans & Rock, 2003; Lambrecht et al., 2009). L’urate de sodium 
ainsi que les ROS produits seraient alors les molécules activatrices de l’inflammasome 
NLRP3 (Martinon et al., 2006; Dostert et al., 2008). Ces deux hypothèses n’étant pas 
exclusives, rien n’empêche leurs véracités communes et puisque l’absence de NLRP3 
n’inhibe pas totalement la réponse immunitaire, il est probable qu’une autre voie de 
signalisation soit également à l’œuvre dans l’action adjuvante des composés aluminiques 
(Martinon et al., 2006; Lambrecht et al., 2009). Cette autre voie pourrait passer par la 
libération d’ADN double brin appartenant à l’hôte après apoptose des cellules immunitaires 
ayant pris en charge les particules d’Al. Ces molécules d’ADN pourraient en effet agirent 
comme un adjuvant endogène capable d’activer la réponse des lymphocytes B et de stimuler 
la voie Th2 (Marichal et al., 2011). 
 
L’AH comme d'autres cristaux tels que la silice, l'amiante ou l'urate de sodium, entrainent 
in vitro une forte activation du NLRP3, une libération d’IL-1β et d’IL-18, en particulier dans 
les cellules dendritiques, et une forte activité inflammatoire (Sokolovska, Hem & HogenEsch, 
2007; Awate, Babiuk & Mutwiri, 2013; Sun et al., 2013a; Muñoz-Wolf & Lavelle, 2018). 
Cette forte capacité pro-inflammatoire explique la capacité des adjuvants aluminiques à 
recruter des cellules de l’immunité et déclencher une stimulation et une différenciation des 
lymphocytes T (Sun et al., 2013b; Sun & Xia, 2016). Les particules d’AH auraient également 
un effet plus irritant que l'Al soluble de par la spécificité des voies de signalisation activées 
par ces cristaux (Shi, 2012; Arab-Nozari et al., 2019). Les adjuvants aluminiques se lient 
systématiquement à la bicouche lipidique de la membrane plasmique et l'attaquent (Hornung 
et al., 2008), ce qui perturbe l'action des lysosomes chargés de la dégradation de matériaux 
absorbés par endocytose, phagocytose ou autophagocytose (Hornung et al., 2008; Lima et al., 
2013), et joue un rôle important dans l'immunité. Cependant, les protéases lysosomales et des 
modulations de pH utilisées par les cellules dendritiques produisent des peptides utilisés par le 
CMH plutôt qu’une lyse totale des protéines (Trombetta et al., 2003). La limitation de la 
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protéolyse lysosomale des protéines antigéniques augmente donc la présentation des antigènes 
et l'immunogénicité (Delamarre et al., 2006). La stabilité des complexes CMH II-peptide qui 
permettent leur accumulation à la surface de la cellule dendritique est augmentée par 
l'inhibition de l'activité lysosomale (Shin et al., 2006). L'action adjuvante des adjuvants 
aluminiques pourrait donc passer par une perturbation de l'activité lysosomale en sus d’une 
rupture physique de la membrane provoquée directement par la structure cristalline de 
l’adjuvant (Kang & Locksley, 2009). Cependant, ces connaissances n’expliquent pas le rôle 
exact des particules d’Al et des recherches restent nécessaires afin de caractériser les effets 
biochimiques de ces adjuvants dans l’organisme. 
 
Dans les années 1980, les adjuvants se feront connaitre du grand public par la biais de Charles 
Janeway (1943-2003), immunologiste de l’Université de Yale, qui révéla ce qu’il appelait « le 
sale petit secret des immunologistes » (Sansonetti, 2017). La Figure 1 schématise les grandes 
étapes de l’action des adjuvants Al développées dans le chapitre précédent. 
 

 
 

Figure 1 : Représentation schématique des points clé de l’action des adjuvants aluminiques 
selon les données et hypothèses actuelles 

Reproduction de la figure originale 1 de Marrack et al. (2009) 
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I.3. L’aluminium vaccinal, analyse des études toxico-cinétiques de référence 
(Masson et al., 2018) 
 
Ce chapitre est une reproduction d’une revue publiée en 2018 dans Journal of Inorganic 
Biochemistry, dans laquelle nous avons examiné en détail et à la lumière des études 
scientifiques récentes, les trois articles de toxicocinétiques de la littérature servant de 
référence aux agences de régulation sanitaire et aux industriels pour affirmer l’innocuité des 
adjuvants aluminiques (cf Publication 2, section valorisation scientifique (Masson et al., 
2018)). 
 
 

I.3.1.Généralités 
 
Les deux principaux adjuvants aluminique, l’AH et l’hydroxy-phosphate d’aluminium (AP), 
sont présents dans environ 60 % des vaccins humains (Tableau 1) et vétérinaires (Spickler & 
Roth, 2003). La forme oxy-hydroxyde est l’adjuvant le plus utilisé dans les vaccins distribués 
en France (tous les vaccins contre l’hépatite B, l’hépatite A, ou possédant une valence 
tétanique, de nombreux autres vaccins, ainsi que les produits pour immunothérapie sous-
cutanée de désensibilisation). Pour les vaccins contre le papillomavirus humain (HPV) les 
adjuvants sont l’AH pour le divalent 16/18 Cervarix® (associé à un second adjuvant, le 
monophosphoryl lipid A, dérivé détoxifié du lipopolysacharide (Thompson et al., 2005)) et le 
sulfate d’hydroxy-phosphate d’Al amorphe pour le quadrivalent 6/11/16/18/ Gardasil® (un 
adjuvant plus immunostimulant que les adjuvants aluminiques classiques mais dont l’étude 
n’est pas possible car il est propriété exclusive de la société Merck) (Caulfield et al., 2007).  
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Tableau 1 : Liste des vaccins commerciaux humains contenant un adjuvant aluminique 
(données 2018) 

 
    Nom commercial Laboratoire Adjuvant aluminique 
Mélange de bactéries et de virus 

 
 

Diphtérie, tétanos, coqueluche acellulaire, poliomyélite, Haemophilus influenzae B et hépatite B 

 
• InfanrixHexa GSK Al-Phosphate : 0.32 mg/dose 

    
Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (0.5 ml) 

 
Diphtérie, tétanos, coqueluche acellulaire, Poliomyélite et Haemophilus influenzae B 

 
• InfanrixQuinta GSK Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Pentavac Sanofi Pasteur MSD Al-Hydroxyde : 0.30 mg/dose (0.5 ml) 

 
Diphtérie, tétanos, coqueluche acellulaire et Poliomyélite 

 
DTCaPolio 

  
 

• InfanrixTetra GSK Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Tetravac acellulaire Sanofi Pasteur MSD Al-Hydroxyde : 0.30 mg/dose (0.5 ml) 

 
dTcaPolio 

   • Boostrixtetra GSK Al-Hydroxyde : 0.30 mg/dose 
+ Al-Phosphate : 0.20 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Repavax Sanofi Pasteur MSD Al-Phosphate : 0.33 mg/dose (5 ml) 

 
Diphtérie, tétanos et Poliomyélite 

 
 

• Revaxis Sanofi Pasteur MSD Al-Hydroxyde : 0.35 mg/dose (0.5 ml) 

     Bactéries 
  Méningocoque 
  

 
Méningocoque C 

  
 

• Meningitec Pfizer Holding Al-Phosphate : 0.125 mg/dose (5 ml) 

 

• Menjugatekit Novartis Vaccines and 
diagnostics 

Al-Hydroxyde : 0.35 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Neisvac Pfizer Holding Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (0.5 ml) 

 
Méningocoque B 

  

 

• Bexsero Novartis Vaccines and 
diagnostics 

Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (0.5 ml) 

 
Pneumocoque 

  
 

• Prevenar 13 Pfizer Holding Al-Phosphate : 0.125 mg/dose (5 ml) 

 
• Pasteur tetanic vaccin Sanofi Pasteur MSD Al-Hydroxyde : 0.60 mg/dose (0.5 ml) 

 
Virus 

   
 

Hépatite B 
  

 
• Engerix 10 µg/0.5 ml GSK Al-Hydroxyde : 0.25 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Engerix 20 µg/1 ml GSK Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (1 ml) 

 
• HBVAXPRO 5µg/0.5 ml Sanofi Pasteur MSD Al-hydroxyphosphate sulfate 0.25 mg/dose (0.5 ml) 

 
• HBVAXPRO 10µg/1 ml Sanofi Pasteur MSD Al-hydroxyphosphate sulfate 0.25 mg/dose (1 ml) 

 
• GenHevac B Pasteur Sanofi Pasteur Al-Hydroxyde ≤ 1.25 mg/dose (1 ml) 

 
Hépatite A 

  
 

• Avaxim adulte Sanofi Pasteur Al-Hydroxyde : 0.30 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Havrix 1440 U/1 ml adulte GSK Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (1 ml) 

 

• Havrix 720 U/0.5 ml enfant et femme 
enceinte GSK Al-Hydroxyde : 0.25 mg/dose (0.5 ml) 

 
Encéphalite à tiques 

  
 

• Ticovac 0.5 ml adulte Baxter Al-Hydroxyde : 0.35 mg/dose (0.5 ml) 

 
• Ticovac 0.25 ml enfant Baxter Al-Hydroxyde : 0.17 mg/dose (0.25 ml) 

 

• Encepur Novartis Vaccines and 
diagnostics 

0.35 mg/dose (0.5 ml) 

 
Encéphalite japonaise 

  
 

• Ixiaro 
 

Al-Hydroxyde : 0.25 mg/dose (0.5 ml) 

 
Papillomavirus Humain (HPV) 

  

 

• Cervarix GSK Al-Hydroxyde : 0.50 mg/dose (0.5 ml) 
+ 3-O-desacyl-4'-monophosphoryl lipide A (50 µg) 

 
• Gardasil Sanofi Pasteur MSD Al-hydroxyphosphate sulfate 225 µg/dose (0.5 ml) 

 
Hépatite A et B 

  

 

• Twinrix adulte GSK Al-Hydroxyde : 0.05 mg/dose 
+ Al-Phosphate : 0.40 mg/dose (1 ml) 

 

• Twinrix enfant GSK Al-Hydroxyde : 0.025 mg/dose 
+ Al-Phosphate : 0.20 mg/dose (0.5 ml) 
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Les deux grands types d’adjuvants aluminiques potentialisent fortement la production 
d’anticorps (réponse humorale par activation des lymphocytes CD4+ Th2 et priming des 
lymphocytes B) et pas, ou très peu, la production de lymphocytes T cytotoxiques. Les 
mécanismes mis en jeu sont encore incomplètement compris (Marrack, McKee & Munks, 
2009; Exley, Siesjö & Eriksson, 2010). La FDA a fixé empiriquement le niveau autorisé 
d’adjuvant à 0,85 mg d’Al par dose de vaccin, sur la base de résultats montrant un bon effet 
adjuvant à cette concentration (selon Joan May, FDA/CBER (Center for Biologics Evaluation 
and Research), citée dans (Baylor, Egan & Richman, 2002)). Cette concentration, qui reste 
sujette à caution, est de plus très imprécise au regard des données du fabricant et fluctuante 
entre vaccins d’un même lot (Shardlow et al., 2021). 
 
 

I.3.2. Propriétés 
 
Les deux adjuvants aluminiques possèdent des propriétés physico-chimiques différentes à 
l’état natif. L’AH possède une morphologie cristalline, connue sous le nom de Boehmite, 
alors que l’AP est amorphe. L’AH est composé de nanoparticules d’environ 2,2 nm x 4,5 nm 
x 10 nm qui forment spontanément des agrégats microniques ayant un aspect nano-fibreux en 
microscopie électronique à transmission (Eidi et al., 2015; Mold, Shardlow & Exley, 2016). 
Cet adjuvant est fortement hydraté, formant un gel stable dont les capacités d’adsorption 
antigénique sont uniformément élevées. Les interactions hydrostatiques et les échanges des 
groupes hydroxyles par du phosphate sont les principales forces expliquant l’adsorption à la 
surface de l’adjuvant. L’AP possède moins de groupes hydroxyles, et ses capacités 
d’adsorption antigénique sont donc moindres que celles de l’AH. L’AH possède une charge 
de surface positive, le phosphate une charge négative. Les cinétiques de biodisposition des 
deux adjuvants sont également significativement différentes : l’AH est beaucoup plus 
lentement solubilisé, plus avidement internalisé par les macrophages et moins toxique pour les 
cellules phagocytaires (Mold, Shardlow & Exley, 2016; Shardlow, Mold & Exley, 2018) que 
l’AP, suggérant des différences notables de réactions des deux adjuvants lors des interactions 
avec l’AP, les acides organiques, les environnements protéiniques et les cellules immunitaires 
rencontrés in vivo. 
 
 

I.3.3. Une innocuité non vérifiée 
 
Les plus hautes autorités mondiales en matière de santé tels que l’OMS, le Centers for 
Disease Control and Prevention (CDC) américain ou le vaccine knowledge project de 
l’université d’Oxford (World Health Organization, 2012; Oxford vaccine group, 2019; 
Centers for Disease Control, 2019) déclarent les adjuvants aluminiques comme sûrs. 
Cependant, un nombre croissant d’études démontre une bio-persistance des adjuvants Al 
beaucoup plus importante qu’escomptée, associée à une translocation lente des particules vers 
des organes distants du site d’injection et une neurotoxicité des composés mise en avant par la 
présence de troubles comportementaux chez l’animal (cf le chapitre I.4.1.2. pour plus de 
détails) Ces données sont à même d’interpeller le grand public de posant de plus en plus de 
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questions au sujet de la réelle sécurité des adjuvants Al. Il n’existe en effet qu’une seule étude 
expérimentale citée comme référence pour garantir la sécurité des adjuvants Al qui analyse 
réellement le devenir des adjuvants dans l’organisme jusqu’à 28 jours après injection 
intramusculaire (IM) chez des lapins (Flarend et al., 1997) et deux analyses théoriques 
comparant l’accumulation d’Al issu de l’alimentation et de la vaccination chez les enfants à 
un seuil de sécurité extrapolé d’observations faites sur modèle animal (Keith, Jones & Chou, 
2002; Mitkus et al., 2011). Notons toutefois que l’analyse de la cinétique in vivo des 
composés Al (adjuvants et vaccins entiers) a récemment été complétée par une étude menée 
chez le rat démontrant la longue persistance des adjuvants Al dans l’organisme et la 
translocation vers d’autres organes, ces deux paramètres étant étudiés jusqu’à 80 jours après 
injection (Weisser et al., 2019). 
 
 

I.3.3.1. Étude de l’absorption et de l’élimination de l’aluminium 
vaccinal (Flarend et al., 1997) 

 
Pendant longtemps les instances internationales spécialisées ont tenu pour un fait acquis que 
l’Al injecté par voie vaccinale était pour l’essentiel rapidement éliminé de l’organisme par 
voie urinaire (Eickhoff & Myers, 2002) et, encore actuellement, ce message est relayé par des 
sites officiels d’information à destination du grand public (Oxford Vaccine Group, 2015; 
vaccination-info-service.fr, 2021). Cette affirmation prend sa source dans des études des 
années 90 utilisant une nouvelle technique d’étude de la toxico-cinétique de l’Al. En effet, 
jusqu’en 1990, il était difficile de connaître le devenir précis de l’Al in vivo, car on ne pouvait 
différencier l’Al administré de celui provenant d’autres formes d’exposition ou de 
contaminations externes des échantillons. L’utilisation comme traceur de l’isotope faiblement 
radioactif 26Al, distinct du 27Al naturel, a permis de détecter de très petites quantités d’Al 
(10-17g) grâce à la spectrométrie de masse par accélérateur (Hem, 2002). Un article publié en 
1995 a été la première étude à injecter par voie intraveineuse (IV) du citrate d’26Al, une forme 
soluble d’Al, à un unique volontaire sain pour étudier la toxico-cinétique de l’ion Al chez 
l’homme (Priest et al., 1995). Les auteurs ont constaté que plus de la moitié de l’Al injecté 
avait quitté le secteur sanguin après 15 minutes, et qu’il en restait moins de 1 % après deux 
jours. Au 13ème jour, 83 % de la dose injectée avait été excrétée par voie urinaire et 1,8 % 
par voie fécale. Les 15 % restant dans l’organisme après cette date déclinaient ensuite très 
lentement puisque la rétention du 26Al était encore de 4 % après 3 ans. Des résultats analogues 
ont été reproduits suite à des injections IV chez 6 autres volontaires sains, avec néanmoins des 
variations interindividuelles notables dans le degré de rétention de l’Al (Talbot et al., 1995). 
Ces travaux ont ainsi montré une élimination multiphasique de l’Al circulant, comportant une 
phase d’élimination rapide initiale, suivie de phases d’élimination beaucoup plus lentes. Les 
expositions environnementales multiples vont ainsi favoriser l’accumulation progressive de 
l’Al dans l’organisme au cours de la vie d’un individu (Priest et al., 1995). Il est indispensable 
de bien prendre en compte que, dans ces études toxico-cinétiques préliminaires, ni la forme de 
l’Al (soluble) ni la voie d’administration IV ne correspondait à la situation vaccinale, où l’Al 
est injecté sous forme nano/micro-particulaire et par voie sous-cutanée (SC) ou IM. 
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A l’aide du même traceur 26Al, Flarend et al., (α1997) ont ensuite réalisé la seule étude 
pharmaco-cinétique des adjuvants aluminiques de la littérature. Il faut noter que cette étude 
était initialement considérée comme une étude préliminaire (Eickhoff & Myers, 2002), mais 
qu’elle n’a été suivie d’aucune étude définitive. L’Académie Nationale de Médecine souligne 
que « ce travail expérimental, unique à ce jour, sert pour la modélisation de la 
pharmacocinétique des adjuvants » (Bégué et al., 2012). Cette unique étude de référence pâtit 
cependant de nombreuses faiblesses dans ses hypothèses de travail, son design, et 
l’interprétation de ses résultats. 
 
 

a) Une hypothèse de départ erronée 
 
A l’époque où a été réalisée l’étude, l’hypothèse en vigueur était celle de Glenny (1926) selon 
laquelle l’adjuvant aluminique (initialement du sulfate potassique d’Al KAl(SO4)2) formait un 
dépôt local à partir duquel une désorption progressive de l’antigène vaccinal avait lieu, à 
l’origine de l’effet adjuvant observé. Cette théorie du dépôt a récemment été mise en doute 
(Marrack, McKee & Munks, 2009), puis abandonnée (Hutchison et al., 2011). En s’appuyant 
sur ce dogme initial, Stanley Hem, un chimiste de formation, avait étudié in vitro les 
cinétiques de dissolution d’une dose d’adjuvant aluminique (correspondant à 0,85 mg d’Al) 
dans 25 ml d’un milieu dont la concentration en acide faible chélateur de l’Al (citrate) était 
identique à celle du liquide interstitiel (Seeber, White & Hem, 1991). A pH 7,35 et 
température ambiante, il avait observé une dissolution de 55 % de l’AP à 12 h contre 0 % 
pour deux adjuvants à base d’AH du commerce. En augmentant la concentration du citrate par 
un facteur x100 et en portant la température à 37 °C, une dissolution de 100 % de la forme 
phosphate était observée à 12 h contre moins de 6 % pour les formes hydroxyde. A 
132 heures (temps final de l’étude), la dissolution des formes hydroxyde était seulement de 
7 à 10 %. Tout en mentionnant l’existence d’une cinétique différente de dissolution des 
formes phosphate et hydroxyde d’Al in vitro, Flarend et al. ont posé comme hypothèse de 
départ de leur étude in vivo que les deux adjuvants injectés chez le lapin seraient solubilisés 
au contact des acides organiques chélateurs possédant un groupe acide alpha-hydroxy 
carboxylique (acides citrique, lactique et malique) présents dans le liquide interstitiel. Cette 
hypothèse de départ est largement fausse à deux titres : la solubilisation de l’AH 
antérieurement constatée in vitro était nulle en présence d’une concentration physiologique en 
citrate (Seeber, White & Hem, 1991) et, surtout, les auteurs n’ont pas considéré le fait, 
ultérieurement avéré, qu’une fois injectés dans un tissu, les agglomérats d’adjuvant sont 
rapidement capturés par les cellules du système immunitaire inné (Gherardi et al., 2001a; 
Verdier et al., 2005; Authier et al., 2006; Mold et al., 2014; Eidi et al., 2015) et sont donc 
rapidement soustraits à l’effet dissolvant des chélateurs du liquide interstitiel. Stanley Hem, 
qui semblait ignorer la capture cellulaire des adjuvants aluminiques, occasionnellement 
observée antérieurement à son étude pour l’AH (Erdohazi & Newman, 1971; Slater et al., 
1982; Mrak, 1982), la reconnaîtra implicitement quelques années plus tard en montrant 
l’importance de la phagocytose dans l’effet immunologique (Morefield et al., 2005). 
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b) Un protocole d’étude au design limité et imparfait 
 
Flarend et al., (1997) ont injecté 0,85 mg de 26Al sous forme AH ou AP par voie IM à des 
lapins : 

 Seulement 2 lapins ont été injectés pour chaque sel d’Al étudié : ce nombre semble 
très insuffisant pour permettre une interprétation fiable des données sur une 
expérimentation biologique. En effet, les expériences montreront une forte variation 
interindividuelle de l'élimination urinaire d'Al après l'injection d’AP (Figure 2). De 
telles variations interindividuelles ont déjà été observées après une injection IV d'Al 
chez l'homme (Talbot et al., 1995) ; 

 L’étude a porté sur une durée très limitée de 28 jours: les résultats in vitro antérieurs 
de l’équipe rendaient improbable l’élimination de l’AH après un délai aussi court 
(Seeber, White & Hem, 1991) ; 

 L’hydroxyde d’Al utilisé, fabriqué par précipitation, diffère de l’oxy-hydroxyde d’Al 
(Alhydrogel®) utilisé dans les vaccins commerciaux et de l’hydroxyde d’Al (Imject®) 
utilisé comme adjuvant vaccinal expérimental (Cain et al., 2013). Une option possible 
aurait été d’incuber longuement du 26Al avec de l’Alhydrogel® et d’attendre l’échange 
entre 27Al et 26Al afin de marquer l’adjuvant officiel. 

 
 

c) Des tissus cibles oubliés ou détruits 
 
Le manque de pertinence des organes prélevés à l’issue de l’étude afin d’étudier la 
biodistribution du 26Al est frappant :  

 Les muscles injectés n’ont pas été prélevés rendant impossible la détermination de la 
quantité d’adjuvant restée au site d’injection alors même que l’étude se fondait sur la 
« théorie du dépôt » ; 

 Les ganglions prélevés étaient des ganglions intestinaux et pas les ganglions de 
drainage de la zone injectée, alors que le drainage de l’adjuvant vers les ganglions 
lymphatiques régionaux est une voie essentielle de la dissémination systémique de 
l’adjuvant (Khan et al., 2013; Crépeaux et al., 2015; Eidi et al., 2015) ; 

 Les os prélevés (fémurs) ont été perdus, alors que l’os est le lieu de fixation 
préférentiel de l’Al soluble circulant, loin devant le rein et les autres organes (Walker 
et al., 1994; AFSSAPS, 2011) ;  

 Les cerveaux ont bien été prélevés, mais l’un d’eux a été détruit, appartenant à 
l’animal présentant la plus forte absorption sanguine de 26Al (animal injecté avec AP). 
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Figure 2 : Représentation de la cinétique

Reproduction des figures originales 1 et 2 de Flarend 
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Représentation de la cinétique d’élimination des adjuvants aluminiques chez le 

lapin 
Reproduction des figures originales 1 et 2 de Flarend et al., (1997) .C

excrétion urinaire cumulée (B) du 26Al après injection IM d’hydroxyde de 
Al et de phosphate de 26Al chez le lapin. 

Contexte et problématique 

 

d’élimination des adjuvants aluminiques chez le 

Concentration 
Al après injection IM d’hydroxyde de 

  



Contexte et problématique 

Thèse Jean-Daniel Masson 39 

d) Des mesures de plasma d’emblée contraires à l’hypothèse de travail 
 
Dans leur étude, Flarend et al. ont mesuré l’isotope 26Al dans le sang et les urines pendant les 
28 jours de l’étude, puis dans les organes prélevés post-mortem. 
La première constatation est la survenue d’un pic sanguin initial de 26Al. De façon 
inexplicable, c’est la forme hydroxyde qui induit le pic le plus net, l’augmentation étant notée 
dès le premier point (1 h), culminant à 10 h et s’achevant à 48 h (Figure 2A). Les auteurs 
interprètent ce pic initial comme résultant d’une dissolution précoce de l’hydroxyde, ce qui 
semble douteux au regard de l’absence totale de solubilisation de la forme hydroxyde 
observée à 12 h in vitro (Seeber, White & Hem, 1991). En revanche, la forme phosphate 
sensée se solubiliser plus rapidement que la forme hydroxyde ne provoque qu’une modeste 
élévation plasmatique de 26Al initiale, comme en témoigne une aire sous la courbe plus élevée 
d’un facteur x1,4 en faveur de l’hydroxyde dans les 48 premières heures. L’hypothèse d’une 
possible fuite sanguine initiale d’AH sous forme nano/microparticulaire n’est pas envisagée.  
 
A partir de la 48ème heure, la concentration plasmatique de 26Al devient et restera nettement 
supérieure pour l’AP comparé à l’AH (Figure 2A). Les auteurs ne commentent pas 
l’existence d’ondulations des concentrations plasmatiques avec des pics à 100 h et 400 h, 
constatée pour les deux adjuvants mais plus nettes pour l’AP, qui pourraient suggérer des 
phénomènes cycliques d’absorption, peut-être liés à des phénomènes de capture/relargage 
cellulaires ou tissulaires. A 28 jours, l’absorption du 26Al à partir de l’adjuvant phosphate est 
3 fois supérieure à celle observée pour l’AH. 
 
A l’issue de l’étude, les auteurs insistent sur l’absence de phase terminale au niveau de la 
courbe des concentrations plasmatiques, c’est-à-dire de phase terminale d’absorption sanguine 
du 26Al. L’examen ultérieur des courbes par le groupe de Mitkus et al. indique qu’en fait 
l’absorption du 26Al a amorcé la phase terminale pour l’AP et est déjà très proche de zéro pour 
l’AH au 28ème jour de l’étude (Figure 2A). Pour l’AH, les niveaux plasmatiques de 26Al sont 
très bas dès la 100ème heure et l’absorption décroit de façon continue de la 400ème à la 700ème 
heure, indiquant un passage plasmatique d’Al extrêmement faible après le pic initial. 
 
 

e) Des conclusions contraires à celles suggérées par les résultats 
 
Il existe une forte différence d’excrétion urinaire de 26Al entre les deux adjuvants. A 28 jours, 
22 % du 26Al de l’adjuvant phosphate a été éliminé dans les urines, avec des écarts importants 
entre les deux lapins étudiés (10-33 %). A la même date, seulement 5,6 % (5,0-6,2 %) du 26Al 
de la forme hydroxyde est éliminé. Le niveau de rétention de plus de 94 % à 28 jours observé 
pour l’AH semble clairement lié à sa très faible solubilisation. En tenant compte du pic 
sanguin initial, dont la signification en terme de solubilisation est pourtant très incertaine (cf 
I.3.4.1.a), les auteurs calculent d’ailleurs que seulement 17 % du 26Al est absorbé à partir de 
l’hydroxyde à 28 jours (contre 51 % pour le phosphate). En conséquence, la distribution dans 
les différents tissus du 26Al montre des concentrations tissulaires constamment plus élevées 
pour la forme phosphate (avec un facteur d’environ x2,9) (Flarend et al., 1997). La 
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distribution est harmonieuse pour les deux adjuvants (rein > rate > foie > cœur > ganglion > 
cerveau), réserves faites sur l’absence d’étude des muscles injectés, des ganglions de drainage 
et de l’os. Cette distribution ne vaut que pour le temps court de l’étude. Ce point est 
particulièrement important si on considère la possibilité d’une translocation lente de l’AH 
dans les organes lymphoïdes (Crépeaux et al., 2015) et le cerveau (Khan et al., 2013). 
 
Les auteurs soulignent que l’élimination du 26Al persiste dans les urines à l’état d’équilibre 
pour les deux adjuvants à 28 jours. Cependant, si l’étude de la dose cumulée excrétée montre 
une augmentation franche avec le temps chez un des lapins pour la condition phosphate, la 
pente est nettement plus faible pour le second lapin et quasi-plate pour l’hydroxyde (Figure 
2B). Ces résultats indiquent que l’élimination peut être lente pour l’adjuvant phosphate, et est 
très faible pour l’hydroxyde. 
 
Les auteurs indiquent pourtant que « la dissolution, l’absorption, la distribution et 
l’élimination des adjuvants aluminiques a été démontrée » par leur étude. Le caractère 
rassurant de ces résultats a été communiqué dans la communauté scientifique comme 
l’indique le rapport de conférence du National Vaccine Program Office de 2002 à San Juan, 
Puerto Rico (Eickhoff & Myers, 2002). Cependant, une conclusion inverse aurait dû être faite 
par les auteurs dans une perspective de sécurité vaccinale, soulignant la faible dissolution et la 
faible élimination des adjuvants aluminiques, notamment de forme hydroxyde, et la nécessité 
de conduire des études complémentaires de long terme menées sur un plus grand nombre 
d’animaux. Les agences de régulation elles-mêmes auraient été bien inspirées de commander 
des études toxico-cinétiques complémentaires afin d’éviter la propagation d’informations 
hasardeuses sur l’élimination rapide des adjuvants aluminiques (Oxford Vaccine Group, 
2015), surtout après avoir pris connaissance des études ultérieures montrant la phagocytose, la 
persistance intracellulaire, la migration à distance et la neurotoxicité des adjuvants 
aluminiques (Gherardi et al., 2001a; Khan et al., 2013; Crépeaux et al., 2015; Eidi et al., 
2015). 
 
 

I.3.3.2. Calculs théoriques suggérant l’innocuité des doses d’Al vaccinal 
administrées au nourrisson 

 
Deux études ont estimé les quantités théoriques d’Al auxquelles le nourrisson est exposé, par 
voie alimentaire et vaccinale (Keith, Jones & Chou, 2002; Mitkus et al., 2011). Le principe 
des deux études est similaire : il s’agit de calculs théoriques fondés sur l’apport et l’excrétion 
d’Al de la naissance à 12 mois. L’accumulation calculée d’Al est comparée au niveau de 
sécurité déterminé, pour la voie orale, par l’Agence des substances toxiques du CDC 
américain d’Atlanta (ATDSR). L’ASDTR définit un taux minimal de risque ou minimal risk 
level (MRL) qui tient compte du risque de neurotoxicité de l’Al administré par voie orale. Ce 
MRL oral est fixé à partir de valeurs déterminées par des études réalisées chez l’animal 
(McCormack et al., 1979; Domingo et al., 1989), extrapolées ensuite à l’homme à l’aide de 
facteurs de correction. Les résultats « rassurants » de ces deux études théoriques ont constitué 
un argument de poids en faveur de l’innocuité des adjuvants aluminiques (Bégué et al., 2012; 
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Oxford Vaccine Group, 2015). Une seule étude directe a été menée, concluant sur le caractère 
rassurant de l’absence d’élévation de l’Al dans le sérum et les urines 24 heures après 
l’administration de vaccins contenant une dose totale de 1200 µg d’Al à des prématurés âgés 
de 2 mois (Movsas et al., 2013).  
 
 

I.3.3.3. L’étude de Keith et al. (2002) 
 

a) Description de l’étude 
 
Dans la première étude, Keith, Jones & Chou, (2002) ont estimé l’accumulation corporelle 
d’Al en fonction de l’âge et du poids des enfants de 0 à 12 mois. L’accumulation d’origine 
alimentaire (allaitement et/ou alimentation artificielle) a été calculée en prenant en compte un 
facteur d’absorption intestinale de 0,78 %. L’apport vaccinal, soit 7 injections administrées à 
0, 2, 4, 6 et 12 mois (3 anti-hépatite B et 4 DTaP (Diphtérie-Tétanos-Coqueluche acellulaire), 
pour une quantité totale d’Al de 4,15 mg par enfant), a été calculé en postulant que la dose 
d’Al injectée est immédiatement absorbée à 100 % et que le profil toxico-cinétique est celui 
décrit et modélisé par Priest pour le 26Al soluble injecté par voie IV chez l’homme (Priest et 
al., 1995). Ces apports respectifs ont été comparés à un profil de « sécurité » prenant en 
compte l’accroissement du poids de 0 à 12 mois et un MRL de 2 mg Al/kg/j (Agency for 
Toxic Substances and Disease Registry, 1999). Ce MRL a été défini à partir d’une étude 
ancienne (Golub et al., 1989) qui avait étudié l’activité motrice de souris soumises à une 
alimentation contenant du lactate d’Al. Chez ces souris la no-observed-adverse-effect-level 
(NOAEL) ou dose sans effets indésirables observés était de 62 mg Al/kg/j, ce qui corrigé par 
un facteur 30 (facteur 3 d’extrapolation de la souris à l’homme et facteur 10 de variabilité 
interindividuelle) produit un MRL par voie orale de 2 mg Al/kg/j (Agency for Toxic 
Substances and Disease Registry, 1999). L’étude de Keith, Jones & Chou, (2002) montre que 
l’accumulation d’Al vaccinal est environ deux fois supérieure à celui de l’apport alimentaire 
mais reste pour l’essentiel en deçà de la courbe de MRL. Les auteurs soulignent, néanmoins, 
que dans leur modèle les vaccins du calendrier vaccinal produisent des pics à chaque 
injection, que celui du 2ème mois dépasse brièvement la courbe de MRL et que ceux du 4ème et 
6ème mois se situent juste à la limite de cette courbe (Figure 3). 
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Figure 3 : Évaluation de la charge corporelle théorique en Al d’origine vaccinale et 
alimentaire chez le nourrisson 

Reproduction de la figure originale 1 de Keith, Jones & Chou, (2002). La courbe limite de 
sécurité intègre le MRL oral basé sur une NOAEL de 62 mg Al/kg/j et le poids de 50 % ou de 
5 % des enfants américains selon les abaques de l’époque. Dans l’hypothèse d’une absorption 

immédiate de 100 % de l’Al vaccinal, il existe un franchissement transitoire de la limite de 
sécurité par l’Al vaccinal à 2 mois, et des pics limite à 4 et 6 mois. 

 
 

b) Critique de l’étude 
 
Les limites et imperfections méthodologiques du modèle de Keith, Jones & Chou, (2002) ont 
justifié l’étude ultérieure de Mitkus et al., (2011) : 

 Amplification ultérieure du calendrier vaccinal pédiatrique recommandé aux USA 
entre l’âge de 0 à 12 mois, par adjonction, en sus du vaccin contre l’hépatite B et du 
DTaP, de 3 vaccins aluminiques (7 injections), contre Haemophilus influenza (Hib), 
Pneumocoque et hépatite A. En 2021, 16 injections aluminiques sont recommandées 
par les CDC entre l’âge de 0 et 15 mois (Tableau 2) (Centers for Disease Control and 
Prevention, 2021). Ce chiffre est un maximum du fait de l’utilisation possible de 
divers vaccins multivalents ; 

 Abaissement ultérieur du niveau de sécurité, le MRL par voie orale passant à 
1 mg Al/kg/j en 2008 (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2008) ; 

 Non prise en compte de l’immaturité de la fonction de filtration glomérulaire chez le 
nourrisson pouvant influer sur l’élimination de l’Al absorbé (Keith, Jones & Chou, 
2002) ; il faut noter que la question de l’immaturité de la barrière hémato-
encéphalique (BHE) n’a pas non plus été prise en compte alors que le système nerveux 
en développement est notoirement sensible aux expositions toxiques (Miodovnik, 
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2011). La question de l’immaturité de la BHE est une question importante en matière 
de toxicologie des adjuvants aluminiques. Dans son rapport, l’Académie Nationale de 
Pharmacie considère que « la BHE, incomplètement formée aux stades pré-natal et 
post-natal, est plus perméable aux toxiques. De plus, le cerveau est davantage perfusé 
entre 6 et 13 ans en raison de ses besoins accrus pour réaliser sa maturation. 
[…] Des études expérimentales de toxicologie chez l’animal juvénile […] sont 
d’autant plus indispensables que des études épidémiologiques chez l’enfant […] sont 
difficilement réalisables » (Académie nationale de Pharmacie, 2016). 

 Actualisation nécessaire de la courbe de poids des enfants américains ;  

 Amélioration en 2004 de la modélisation mathématique de la rétention du 26Al injecté 
par voie IV chez l’Homme, comportant désormais 3 phases d’absorption avec des 
demi-vies respectives de l’Al de 1,4, 40 et 1727 jours (Priest, 2004) ; 

 Et surtout, prise en compte des résultats de Flarend et al., (1997) montrant que 
l’absorption de l’Al des adjuvants ne peut en aucun cas être considérée comme étant 
de 100 % immédiatement après l’injection. 

 
Tableau 2 : Calendrier des vaccinations recommandées de 0 à 15 mois par le CDC (2021) 

 

Âge (mois) 0 2 4 6 12  15 

Hépatite B * X X  X   

Rotavirus  X X X   

Diphtérie, Tétanos, 
Coqueluche acellulaire * 

 X X X  X 

Haemophilus influenzae B *  X X X X  

Pneumocoque *  X X X X  

Poliovirus inactivé (PVI)  X X X   

Influenza    X   

Rougeole-Oreillons-Rubéole     X  

Varicelle     X  

Hépatite A *     X  

* vaccins contenant un adjuvant aluminique (oxy-hydroxyde d’Al et/ou phosphate d’Al) 
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I.3.3.4.L’étude de Mitkus et al. (2011) 
 

a) Description de l’étude 
 
Dans cette deuxième étude, Mitkus reprend d’abord la méthodologie de Keith en tenant 
compte de tous les paramètres énoncés ci-dessus à l’exception des résultats de Flarend, et 
confirme que si l’absorption plasmatique de l’Al vaccinal était immédiatement de 100 % il 
y aurait un transitoire franchissement du niveau de sécurité à 2 mois et un pic à la limite de 
la sécurité à 4 mois. En revanche, quand il tient compte de la lente absorption de l’Al à 
partir des adjuvants aluminiques montrée par Flarend, la marge de sécurité semble 
importante. Pour construire son modèle, il postule que comme l’absorption sanguine de 
l’Al est de 51 % pour l’adjuvant phosphate à 28 jours dans l’étude de Flarend, il faudra 
encore 28 jours pour tout absorber (total 56 jours). Un calcul similaire le conduit à penser 
que comme l’absorption sanguine de l’Al est de 17 % pour l’oxy-hydroxyde à 28 jours, il 
faudra encore 137 jours pour tout absorber (total 165 jours). La quantité cumulée d’Al 
absorbé à partir des vaccins (total de 4,23 mg d’Al par enfant) est nettement supérieure à 
l’absorption d’Al d’origine alimentaire (facteur x2) mais demeure nettement en deçà du 
niveau de sécurité pour le phosphate et très nettement pour l’oxy-hydroxyde (Figure 4). 
Les auteurs en concluent qu’il est peu probable que l’Al apporté par les vaccins ait une 
influence significative sur la charge en Al de l’organisme des nourrissons, impliquant une 
bonne sécurité des adjuvants aluminiques de 0 à 12 mois.  
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Figure 4 : Courbes d’accumulation théorique de l’aluminium d’origine vaccinale et limites de 
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b) Critique de l’étude 
 
C’est un MRL par voie orale qui a été utilisé pour définir la courbe de sécurité. L’Al 
ingéré parvient à traverser la barrière intestinale sous sa seule forme ionique (Keith, Jones 
& Chou, 2002) (cf A.1.4.2. Figure 56). En revanche, les adjuvants sont des nanoparticules 
agrégées en microparticules administrées directement au-delà de la barrière cutanée. Or la 
toxicologie particulaire fait intervenir de nombreux autres paramètres que la dose. En 
particulier la surface particulaire qui augmente de façon exponentielle à mesure que la 
taille des particules diminue (et que le nombre de particules augmente) pour une masse de 
matière donnée (Sharifi et al., 2012). Sous sa forme particulaire, l’Al est rapidement 
capturé et ensuite transporté à distance par les cellules immunitaires (Gherardi et al., 
2001a; Khan et al., 2013; Crépeaux et al., 2015; Eidi et al., 2015) (cf A.1.4.2. Figure 57). 
La comparaison de la toxicité chimique des ions Al, tels que ceux absorbés au niveau 
intestinal, et de la toxicité particulaire des sels d’Al injectés par voie IM est donc un 
contresens (Willhite et al., 2014). En témoigne la courbe dose-réponse atypique des effets 
neurotoxiques de l’AH, avec un transfert cérébral de l’Al et un effet clinique sélectivement 
observés pour les faibles doses, qui se rapproche de celles décrites en toxicologie 
particulaire (Crépeaux et al., 2017). En toute rigueur, le MRL utilisé pour la modélisation 
du risque vaccinal devrait être défini sur la base d’expérimentations animales menées avec 
des adjuvants aluminiques, contrôlés pour leurs paramètres particulaires pour être 
conformes à ceux des vaccins, et injectés par voie IM plutôt qu’avec des formes solubles 
d’Al (chlorure ou lactate) ajoutées aux aliments ou à l’eau de boisson. 
 
Le MRL par voie orale fixe la courbe de sécurité à un niveau trop élevé. Le MRL de 
1 mg/kg/j (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2008) a été déterminé sur la 
base d’une NOAEL observée de 26 mg/kg/j chez la souris en 2001 (Golub & Germann, 
2001). Cependant, de nombreuses publications font état d’effets neurotoxiques objectivés 
par des tests fins de mémoire et de comportement chez la souris et chez le rat, effets 
confirmés par des altérations neurobiologiques cohérentes, pour des doses orales d’Al très 
inférieures à 26 mg/kg/j : 6 mg/kg/j rapporté en 1993 (Bilkei-Gorzó, 1993), 5,6 mg/kg/j 
rapporté en 2008 et 2009 (Sethi et al., 2008; 2009), 10 mg/kg/j rapporté en 2016 (Cao et 
al., 2016), 3,4 mg/kg/j rapporté en 2016 (Alawdi et al., 2016), et même 1,5 mg/kg/j 
rapporté en 2017 (Martinez et al., 2017). En utilisant le MRL par voie orale « officiel », 
Mitkus a donc fixé la courbe de sécurité à un niveau bien trop élevé. Ce niveau a été 
surestimé d’un facteur pouvant atteindre un facteur x17,3 (soit 26/1,5) si on tient compte 
de l’étude la plus récente, et encore le niveau 1,5 mg/kg/j rapporté n’est même pas un 
NOAEL puisque des effets ont été documentés à cette dose (Martinez et al., 2017). Dans 
ces conditions, la bonne sécurité des adjuvants aluminiques chez le nourrisson ne peut être 
assurée sans réserve sur la base de l’étude de Mitkus. De plus, par facilité de calcul, les 
deux adjuvants ont été traités de manière séparée alors que les vaccins administrés 
régulièrement durant la première année de vie contiennent les deux adjuvants, parfois 
simultanément (Tableau 1). Il aurait été judicieux de produire une figure indiquant 
l’accumulation globale d’Al d’origine vaccinale en additionnant les courbes respectives 
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des deux adjuvants. Le dépassement du MRL basé sur une NOAEL de 3,4 mg Al/kg/j 
aurait alors été presque constant sur les 400 jours de calculs. 
 
La toxicité potentielle de l’Al particulaire n’a pas été envisagée. Comme Flarend avant lui 
(Flarend et al., 1997), Mitkus considère que seul l’Al soluble absorbé à partir du site 
d’injection est susceptible d’être toxique. Son estimation de la durée d’absorption sanguine 
complète des adjuvants injectés (moins de 2 mois pour le phosphate ; 5,5 mois pour l’oxy-
hydroxyde) repose d’ailleurs sur un calcul simpliste ne tenant pas compte du caractère 
imminent (phosphate) ou en cours d’achèvement (oxy-hydroxyde) de l’absorption 
plasmatique au 28ème jour, alors qu’il en fait lui-même le constat sur les courbes de Flarend 
(cf I.3.3.4.a). Le corollaire de ce calcul simpliste est une sous-estimation de la 
bio-persistance de l’Al sous forme particulaire après injection. Les études histologiques 
effectuées après injection IM d’AH ont montré une persistance de l’Al particulaire, et du 
granulome qu’il induit, encore décelable au niveau du muscle 12 mois après injection chez 
l’animal (Verdier et al., 2005; Authier et al., 2006) et de plusieurs années (jusqu’à plus de 
12 ans) chez les patients humains adultes souffrant d’un syndrome de fatigue chronique 
post-vaccinal (Gherardi et al., 2015). Même dans l’hypothèse ou des facteurs de 
susceptibilité génétique pourraient expliquer la faible solubilisation intracellulaire de l’AH 
chez ces patients (Gherardi et al., 2015), la sous-estimation par Mitkus de la durée 
d’absorption de l’adjuvant est certaine et importante.  
 
Une autre erreur de cette étude consiste à ne pas suspecter que l’adjuvant puisse migrer 
hors du muscle sous forme particulaire. Les études expérimentales ont montré que la 
longue bio-persistance intracellulaire de l’AH concerne aussi bien les particules observées 
au site d’injection que celles transportées à distance (Crépeaux et al., 2015). Chez la 
souris, les particules d’AH sont en effet transportées par des cellules de la lignée 
monocytaire, d’abord vers les ganglions lymphatiques de drainage puis, probablement via 
le canal thoracique, vers la circulation sanguine, pour atteindre des organes distants 
comme la rate voire le cerveau où une accumulation lente et retardée peut être observée 
dans les cellules microgliales et les neurones (Khan et al., 2013; Eidi et al., 2015). Après 
une injection IM unique, la pénétration cérébrale des particules est faible mais elle 
augmente considérablement sous l’influence de la signalisation du monocyte 
chimioattractant protein 1 (MCP-1/CCL2), et s’accompagne d’une expression cellulaire 
d’IL-1β, témoin attendu de l’activation de l’inflammasome par l’adjuvant (Khan et al., 
2013). Signalons enfin que des effets neurotoxiques ont été observés avec des doses d’AH 
reproduisant le schéma vaccinal américain de l’âge de 0 à 18 mois transposé à la souris 
(Shaw, Li & Tomljenovic, 2013). Attentif au seul Al absorbé, et pas à l’Al particulaire, 
Mitkus pensait que « le fait que le tissu osseux soit probablement le siège principal de 
résidence à long-terme (de l’Al absorbé à partir du site injecté), et pas des organes mous 
plus sensibles, est rassurant ». Une étude récente menée chez des prématurés vaccinés à 
l’âge de 2 mois (Movsas et al., 2013), également concentrée sur le seul Al absorbé, a 
trouvé curieusement « rassurant » de ne constater aucune élévation de l’Al dans le sérum et 
les urines 24 heures après l’administration de vaccins contenant une dose totale de 1200 µg 
d’Al (environ 200 µg/kg) (Movsas et al., 2013). L’absence d’absorption et d’élimination 
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rapide de l’Al des adjuvants nous semblerait plutôt un motif légitime de préoccupation 
pour la sécurité des adjuvants aluminiques, puisqu’elle implique une persistance 
systémique des particules d’Al immunostimulantes et potentiellement migrantes vers les 
organes du système nerveux central (Crépeaux et al., 2015; 2017).  
 
 

I.3.4. Conclusion 
 
La glorieuse histoire des vaccins s’est construite sur des bases souvent empiriques au cours 
du XXème siècle. C’est le cas, en particulier, des adjuvants de première génération à base 
d’Al qui ont rendus d’énormes services depuis 1926. Ces adjuvants sont encore appelés à 
être administrés à des milliards d’individus au cours des prochaines années dans le cadre 
de l’expansion massive des stratégies de prévention vaccinale annoncée au niveau mondial 
(Kaddar, 2012). Dans ce contexte, compte tenu de leurs sérieuses faiblesses conceptuelles 
et méthodologiques, les 3 études toxico-cinétiques disponibles constituent des bases 
objectivement très insuffisantes pour garantir l’absolue innocuité des adjuvants 
aluminiques administrés à très grande échelle, notamment sur le long terme. La 
vaccinologie du XXIème siècle est une science moderne et forte. A ce titre, elle ne peut 
simplement se reposer sur ses succès passés et faire l’impasse sur une compréhension fine 
du devenir in vivo de ses adjuvants aluminiques, au risque de perdre sa crédibilité auprès 
de populations de plus en plus sensibles à toutes les dimensions de la santé globale. Il nous 
semble hautement nécessaire que soient réalisées, sous le contrôle des autorités sanitaires, 
de nouvelles études toxico-cinétiques expérimentales, incluant des études de longue durée, 
afin de confirmer ou d’infirmer l’absolue innocuité des sels d’Al du point de vue de la 
toxicologie fondamentale. De telles études n’étant pas encore disponibles, nous avons 
recensé les connaissances actuelles sur la toxicité de diverses formes de l’Al dans le 
chapitre suivant. 
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Résumé d’étape : 
 
Dans la première partie de ce manuscrit, nous avons défini les points suivants : 
 
• Il existe trois grands types de vaccins : les vaccins vivants atténués dont l’antigène est un 
agent infectieux affaibli par changement d’espèce cible ou traitement physico-chimique, les 
vaccins inactivés dont l’antigène est un agent infectieux détruit et les vaccins sous-unitaires 
dont l’antigène est une molécule purifiée issue d’un pathogène. 
 
• Les adjuvants sont primordiaux pour déclencher la réponse immunitaire avec des antigènes 
très purifiés dont l’immunogénicité est réduite par comparaison avec un agent infectieux 
entier (qu’il soit atténué ou inactivé). 
 
• Les deux principaux adjuvants utilisés en médecine humaine sont l’oxy-hydroxyde 
d’aluminium et le phosphate d’aluminium et leur mode d’action, bien que de mieux en 
mieux caractérisé, reste toujours incomplètement élucidé malgré près d’un siècle d’utilisation. 
 
• L’efficacité adjuvante des composés aluminiques n’est plus à prouver mais leur niveau de 
sécurité réel reste flou dans la mesure où les études de référence, garantissant leur innocuité, 
comportent un certain nombre de lacunes conceptuelles et de conclusions hasardeuses au vu 
des données expérimentales obtenues.  
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I.4. Toxicité de l’aluminium  
 

I.4.1. Neurotoxicité 
 
Ce chapitre traitera de la neurotoxicité de l’Al, d’abord chez l’Homme puis chez l’animal. 
Dans les deux cas, une première partie relativement rapide sera consacrée à l’Al sous diverses 
formes avant de se focaliser sur les adjuvants aluminiques afin de faire l’état des lieux des 
connaissances scientifiques en matière de sécurité des adjuvants vaccinaux à base d’Al. 
 
 

I.4.1.1. Études chez l’Homme 
 

a) Aluminium d’origine non vaccinale  
 
La première observation de la neurotoxicité de l’Al remonte à 1976 chez des patients dialysés 
(Alfrey, LeGendre & Kaehny, 1976). L’Al ne pouvant être éliminé du fait de la capacité 
rénale perturbée chez ces patients, il s’accumule dans l’os où il provoque une ostéomalacie 
(décalcification) ou dans le cerveau, ce qui aboutit à des troubles du langage, des troubles 
moteurs et des encéphalopathies. Depuis le 16 juin 1986, une résolution du Conseil et des 
représentants des gouvernements des États membres parue au journal officiel, vise à protéger 
les patients sous dialyse en réduisant au maximum l’exposition à l’Al (Conseil des 
Communautés Européennes, 1986).  
 
Une source d’exposition importante à l’Al est celle des travailleurs de fonderie, ouvriers, 
mineurs ou soudeurs en contact avec des fumées et poussières d’Al. Ces expositions 
professionnelles sont associées de longue date à des déficits de performances psychiques 
(réduction des réactions psychomotrices, dissociation de la coordination oculomotrice, 
réduction des capacités mémorielles, déséquilibre mental et émotionnel) (Hosovski et al., 
1990). L’exposition professionnelle à des poussières d’Al est associée à des 
disfonctionnements cognitifs proportionnels à la dose reçue (Rifat et al., 1990; Polizzi et al., 
2002) ainsi qu’à des symptômes neuropsychiatriques (Sjögren, Gustavsson & Hogstedt, 1990; 
Kilburn, 1998; Meng et al., 2019), bien que certaines études ne permettent pas de faire le lien 
entre troubles cognitifs et exposition à l’Al (Letzel et al., 2000). Le personnel en contact avec 
des vapeurs d’oxyde d’Al (Al2O3) présentent des maux de tête, des insomnies et des 
difficultés de concentration ainsi que de l’irritabilité et des troubles de l’humeur (Sińczuk-
Walczak et al., 2003), suggérant une neurotoxicité consécutive à une exposition chronique à 
l’Al.  
 
L’alimentation peut également être une source d’exposition chronique à l’Al. Citons pour 
exemple cette étude portant sur 227 enfants prématurés, d’un poids inférieur à 1,850 kg, nés 
avant la 34éme semaine de grossesse et alimentés par une solution standard contenant de l’Al 
ou une solution appauvrie en Al. L’utilisation de l’échelle de développement de Bailey 
montre, chez les 182 enfants ayant survécus jusqu’à l’âge de 18 mois, un score de 
développement cérébral moindre chez les enfants ayant reçus une alimentation intraveineuse 



Contexte et problématique 

Thèse Jean-Daniel Masson 51 

longue avec une solution contenant de l’Al (Bishop et al., 1997). Cette contamination 
alimentaire pourrait d’ailleurs ne pas être limitée aux nourrissons prématurés dans la mesure 
où de l’Al a été retrouvé en quantité dans 24 différentes préparations infantiles liquides ou en 
poudre (Redgrove et al., 2019) et que ce composé est utilisé de manière courante par 
l’industrie agro-alimentaire exposant également la population adulte (Exley, 2013). L’afflux 
d’Al dans le système digestif conduit à une accumulation de l’Al au niveau de la muqueuse 
intestinale, probablement délétère pour l’homéostasie de l’intestin. Cela affecte la régulation 
de la perméabilité, de la microflore et de la fonction immunitaire de l’intestin et conduit à 
l’apparition de maladies inflammatoires chroniques telles que la maladie de Crohn (Vignal, 
Desreumaux & Body-Malapel, 2016). 
 
La présence d’Al dans le cerveau est un fait décrit dans plusieurs études de maladies 
neurologiques. Les cerveaux de 10 patients présentant un Alzheimer ont révélé un taux d’Al 
plus important par rapport aux contrôles dans des zones cérébrales impliquées dans la maladie 
(l’hippocampe, les gyrus pariétaux inférieur et supérieur ainsi que dans le gyrus temporal 
moyen) (Xu et al., 1992). Plus récemment, des concentrations d’Al parmi les plus importantes 
jamais mesurées dans le cerveau humain ont été enregistrées dans les tissus cérébraux de ces 
patients (Mirza et al., 2017). Cet Al semble de plus être associé avec les agrégats de 
β-amyloïde caractéristiques de la maladie d’Alzheimer indiquant qu’il pourrait en être un 
élément sinon déclencheur, au moins aggravant (Exley & Mold, 2020). L’étude de cerveaux 
de 5 individus décédés avec une confirmation de diagnostic de troubles du spectre autistique 
(TSA) a permis de définir que le taux d’Al cérébral chez les patients TSA est élevé dans les 
lobes frontaux, occipitaux, temporaux et pariétaux en comparaison avec les mesures 
précédentes de l’équipe, effectuée sur 60 cerveaux (House et al., 2012; Mold et al., 2017). De 
plus, une coloration au lumogallion a permis de mettre en avant l’emplacement exact des 
particules dans les différentes zones cérébrales avec des différences notables entre genre. En 
effet, le dépôt d’Al est plus important chez les hommes avec une localisation intracellulaire 
des particules par opposition aux femmes dont le dépôt d’Al est plutôt extracellulaire. Le 
marquage indique également que l’Al cérébral est principalement retrouvé dans le cytoplasme 
des cellules microgliales et d’autres cellules inflammatoires non neuronales (astrocytes et 
lymphocytes) de la matière grise, du système vasculaire, des méninges et de la matière 
blanche (Mold et al., 2017). Cette localisation pourrait expliquer en partie comment l’Al 
arrive à franchir la BHE et permettre de considérer l’Al comme étant impliqué dans 
l’étiologie des TSA. Ces études ne retracent cependant pas le parcours de l’Al pour en 
connaitre l’origine, vaccinale ou non. 
 
Les propriétés neurotoxiques de l’Al en contact avec les neurones sont avérées depuis 1994 et 
l’Al est classifié comme neurotoxique reconnu pour l’Homme depuis cette date (Simonsen et 
al., 1994). L’institut de veille sanitaire (InVS) a admis que « de nombreuses études montrent 
à présent que l’aluminium peut être toxique pour les plantes, les animaux et l’homme » 
(InVS-AFSSA-AFSSAPS, 2003). Le mécanisme d’action de la neurotoxicité de l’Al cérébral 
pourrait reposer sur un stress oxydant au niveau cellulaire en mesure d’augmenter le taux des 
substances réagissant avec l’acide thio-barbiturique, le disulfure de glutathion, la glutathion 
peroxydase ou la catalase dans le cortex tout en diminuant le taux de glutathion-S-transférase 
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(Flendrig, Kruis & Das, 1976). Cette hypothèse est soutenue par l’étude de l’exposition de 
jeunes rats au chlorure d’Al qui produit un stress oxydatif nocif au bon fonctionnement des 
neurones dans la plupart des régions cérébrales étudiées (Kinawy, 2019). Le spectre global de 
toxicité de l’Al inclus des troubles cognitifs, des dommages de la BHE, des altérations de la 
neurotransmission et de l’activité synaptique, l’activation microgliale, la baisse de 
métabolisation du glucose et des fonctions mitochondriales, l’interférence avec la 
transcription génomique et l’accentuation de l’agrégation de la β-amyloïde et des 
neurofilaments (Tomljenovic, 2011). 
 
 

b) Aluminium d’origine vaccinale 
 
La vaccination n’est pas une source d’exposition négligeable au regard de l’Al alimentaire 
(Exley, 2020). Une étude récente calculant la dose théorique d’Al reçue au cours de la vie en 
se basant sur le calendrier vaccinal actuel et les vaccins les plus administrés en France 
démontre l’importance de la quantité d’Al reçue par la vaccination (Angrand et al., 2020).  
 
Chez les patients atteints de MFM, des techniques de microanalyse aux rayons X et de 
spectrométrie d’absorption atomique ont permis de détecter la signature spécifique de l’AH au 
niveau du muscle deltoïde, rendant cette présence d’Al musculaire compatible avec une 
origine vaccinale. Chez ces patients, la persistance d’adjuvant Al est accompagnée de troubles 
cognitifs, de l’attention et de la concentration (Couette et al., 2009; Passeri et al., 2011), 
détaillés dans le chapitre II.2.2. de la myofasciite à macrophage. Plusieurs de ces 
dysfonctionnements peuvent être présents simultanément en fonction des patients, répartis en 
4 grands groupes. Certains d’entre eux présentent une faiblesse de l’attention sélective 
visuelle, un défaut dans les fonctions exécutives, des troubles de la mémoire ou des troubles 
de l’audition (Aoun Sebaiti et al., 2017) (ces 4 groupes sont détaillés dans le chapitre 
II.2.2.4.). 
 
Par ailleurs, une étude américaine a démontré que l’injection, du vaccin anti-HBV adjuvé sur 
AH à la naissance, (telle que réalisée aux États-Unis, alors que cette injection est pratiquée à 
l’âge de deux mois en France) augmente de trois fois le risque de développer des troubles du 
spectre autistique comparé à une injection retardée d’un mois (Gallagher & Goodman, 2010). 
De plus, l’Al vaccinal présent dans les vaccins est mis en cause dans l’apparition de nodules 
sous-cutanés généralement associés à une allergie de contact à l’Al chez de très jeunes 
individus (Goiset et al., 2018). 
 
Citons enfin le syndrome de la guerre du Golfe suspecté d’être d’origine multifactorielle 
impliquant la vaccination. En effet, des vétérans déployés dans le golfe persique durant ce 
conflit présentent un syndrome incluant un état de fatigue chronique, des problèmes cognitifs 
avec un état dépressif, des troubles de la mémoire et des difficultés de concentration ainsi que 
des douleurs musculo-squelettiques (Gherardi, Crépeaux & Authier, 2019). L’origine exacte 
de ce syndrome reste inexpliquée et pourrait reposer sur des expositions multiples à des 
contaminants rencontrés durant les conflits étant donné que la durée de présence sur une zone 
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de conflit et la proximité des combats font augmenter la proportion de vétérans atteints par le 
syndrome de la guerre du Golfe (Steele, 2000). Cependant le grand nombre de vaccinations 
reçues par les soldats reste une explication plausible sur l’origine de ce trouble. En effet, une 
étude démographique sur plus de 2000 soldats démontre que la prévalence de vétérans atteints 
du syndrome de la guerre du Golfe est plus importante chez les soldats vaccinés comparés aux 
soldats n’ayant pas reçu de vaccins, qu’ils aient été déployés dans le Golfe persique ou sur un 
autre champ de bataille (Steele, 2000). Ces données laissent donc supposer que le syndrome 
de la guerre du Golfe est associé aux conditions environnementales rencontrées sur les zones 
de conflit et que les vaccins ou leurs adjuvants administrés pendant la guerre peuvent être un 
facteur aggravant (Steele, 2000). 
 
 

c) Le syndrome Auto-immun/inflammatoire induit par les adjuvants (ASIA) 
 
Introduit en 2011 par (Shoenfeld & Agmon-Levin, 2011), le concept d’ASIA regroupe toutes 
les manifestations auto-immunes suivant une exposition à un stimulus xénobiotique ayant des 
propriétés adjuvantes, tel que la silicone, les éléments infectieux ou l’Al, englobant ainsi les 
différents syndromes de la Guerre du Golfe, dont l’origine pourrait être la forte vaccination 
des soldats (Hotopf et al., 2000; Cherry et al., 2001), de la siliconose (faisant suite à la rupture 
d’implants en gel de silicone présentant une adjuvanticité nocive (Miyoshi, 1964; Shoaib & 
Patten, 1996)) ou de la MFM. L’ensemble de ces syndromes présentent des symptômes 
communs et non spécifiques que sont les myalgies, myosites, arthralgies, manifestations 
neurologiques, fièvre et altérations cognitives. L’encéphalomyélite myalgique ou syndrome 
de fatigue chronique (EM/SFC) est également fréquemment retrouvé (Sharif et al., 2018), 
souvent associé à des troubles du sommeil, ainsi que la présence d’auto-anticorps ou d’une 
maladie auto-immune chez 35 % des patients (Shoenfeld & Agmon-Levin, 2011). L’ASIA, 
caractérisé par une réponse immunitaire hyperactive après exposition à une substance aux 
propriétés adjuvantes, pourrait avoir un impact sur une population prédisposée (au vue de la 
faible prévalence de ces manifestations) ou nécessiter une co-exposition entre plusieurs 
facteurs déclencheurs (Rosenblum, Shoenfeld & Amital, 2011).  
 
 

I.4.1.2. Études chez l’animal 
 

a) Aluminium d’origine non vaccinale 
 
Plusieurs centaines d’études portant sur la toxicité de l’Al chez l’animal ont été publiées mais 
relativement peu s’intéressent au devenir et aux effets de l’Al d’origine vaccinale. Une 
écrasante majorité des études traitant de la toxicité de l’Al non vaccinal a été réalisée chez le 
rongeur et une grande proportion relate de la toxicité du lactate d’Al, un sel d’Al de formule 
[CH3CH(OH)COO]3Al aux propriétés antibactériennes, administré par voie orale. Les 
résultats les plus communs rapportent une augmentation de la concentration d’Al cérébrale 
chez : le rat (Cherroret et al., 1992) ; la souris (Golub et al., 1992) ; et le singe (Sarin, Gupta 
& Gill, 1997; Sarin, Julka & Gill, 1997) adultes. Cette accumulation cérébrale, 
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majoritairement associée à une baisse d’activité motrice chez les rongeurs juvéniles peut 
également être accompagnée d’une baisse de la force de préhension ou d’une augmentation de 
l’agressivité en fonction de la dose d’Al reçue (Golub et al., 1995). Dans certaines études, une 
augmentation du stress oxydant et des signes d’inflammation ont été relevés, accompagnés de 
troubles de la mémoire et de l’apprentissage (Becaria et al., 2006; Ribes et al., 2008; 2010; 
2012; Garcia et al., 2010). 
 
Un second groupe de recherches s’intéresse communément à l’exposition orale ou intra-
péritonéale (IP) au chlorure d’Al (AlCl3). Ce composé est également retrouvé dans le cerveau 
après exposition chez le rat adulte (Baydar et al., 2003) comme chez la souris juvénile (Abu-
Taweel, Ajarem & Ahmad, 2012). Cette présence cérébrale est alors associée à un retard de 
développement neuro-moteur (Bernuzzi, Desor & Lehr, 1989a; 1989b), à des dommages 
génétiques et des altérations de la structure des synapses (Bhalla, Garg & Dhawan, 2010; 
Bhalla, Singla & Dhawan, 2010). Elle provoque un stress oxydant libérant des cytokines pro-
inflammatoires (Prakash, Gopinath & Sudhandiran, 2013) causant des dommages aux 
protéines (Jyoti & Sharma, 2006; Jyoti, Sethi & Sharma, 2007; Bihaqi et al., 2009), aux 
mitochondries et aux astrocytes . Une altération de la structure de la BHE a également été 
observée (Song et al., 2008) ainsi que des troubles neurocomportementaux (Commissaris et 
al., 1982) incluant des troubles de la mémoire (Jia et al., 2001; Jia, Zhong & Wang, 2001; 
Gong et al., 2006; Kakkar & Kaur, 2011), des troubles d’apprentissage (Li et al., 2006), une 
élévation de l’anxiété et une neuro-dégénérescence sévère (Mehpara Farhat, Mahboob & 
Ahmed, 2019).  
 
Les autres composés et voies d’admission génèrent peu ou prou le même type de réponses. 
Une accumulation cérébrale, un stress oxydant, une inflammation et/ou une modification 
neurocomportementale ont ainsi été observés avec le nitrate d’Al (Al(NO3)3) (Gómez et al., 
1997, p. 2008; Colomina et al., 2002; 2005; Flora et al., 2003; Gonzalez-Muñoz et al., 2008; 
Azzaoui, Ahami & Khadmaoui, 2008), le gluconate d’Al (C18H33AlO21) (Struys-Ponsar et al., 
1997; Miu et al., 2003), le sulfate d’Al (Al2(SO4)3) (Santucci et al., 1994; Rodella et al., 2008; 
Pogue et al., 2017b; 2017a), le citrate d’Al (C6H5AlO7) (Silva et al., 2013; Esquerre et al., 
2019) ou le fluorure d’Al (AlF3) (Thorne et al., 1986). Une ancienne étude rapporte même des 
résultats concordants avec les données actuelles obtenues chez l’Homme (Mold et al., 2017) 
en démontrant que différentes molécules à base d’Al sont capables de modifier la perméabilité 
de la BHE et d’être retrouvées dans le cytoplasme des neurones (Favarato et al., 1992). 
 
Cependant, ces exemples de toxicité reposent sur une exposition aigue ou chronique à une 
forme d’Al différente de celle utilisée dans les vaccins, pénétrant dans l’organisme par une 
voie différente de l’injection IM ou SC. Or, les toxicologues ont démontré que la comparaison 
de la toxicité d’Al de formes différentes, administrées par des voies différentes n’est pas 
pertinente (Willhite et al., 2014). Il est donc impératif que les études de toxicité prennent en 
compte non seulement une molécule utilisée comme adjuvant (AH, AP ou sulfate 
d’hydroxy-phosphate d’Al) mais également une voie d’admission réelle du composé 
(injection IM ou SC) afin de d’étudier les effets neurotoxiques de l’Al d’origine vaccinal. 



Contexte et problématique 

Thèse Jean-Daniel Masson 55 

b) Aluminium d’origine vaccinale 
 
Bien que n’étant pas des voies d’injection usuelles, quelques études récentes ont analysé 
l’impact d’une ou de plusieurs injections d’Al dans la cavité intra-péritonéale ou par voie 
orale chez l’animal. Ainsi, lors de tests de sécurité, l’injection IP de vaccins vétérinaires 
adjuvés sur AH a été décrite comme le déclencheur d’une inflammation intestinale chez le 
cochon d’inde adulte, pouvant conduire à une obstruction intestinale ou une intussusception 
menant les animaux à la mort (Aihara et al., 2019). De même, l’utilisation de vaccin 
anti-HBV en trois injections IP de 50 µl à 0, 7 et 21 jours, chez des souris C57BL/6 a entrainé 
une baisse d’activité locomotrice accompagnée d’une augmentation de l’anxiété deux mois 
après les injections. Ces altérations comportementales, transitoires car non retrouvées 3 mois 
après les injections, ont été observées accompagnées d’un processus pro-inflammatoire 
systémique et d’un défaut de neurogenèse au niveau de l’hippocampe (Yang et al., 2016). 
L’AH, injectée en deux fois 100 µl pour 4 mg d’Al à 15 jours d’intervalle en IP chez la 
daurade royale, a provoqué une altération des cellules immunitaires des glandes surrénales et 
de la rate, visible 120 à 170 jours post-injection (Galindo-Villegas et al., 2019). De plus, 
injectés dans la cavité abdominale de souris adultes, AH comme AP ont produit une 
hypothermie dose-dépendante rapide et transitoire en quelques heures. Une forte infiltration 
de granulocytes, de neutrophiles et d’éosinophiles, concordante avec une activation de 
l’inflammasome, a conjointement été observée dans la cavité péritonéale (Freiberger et al., 
2018). Enfin, l’AH a également été retrouvé dans le cerveau de façon dose-dépendante après 
une administration orale de 50 à 200 mg/kg avec la capacité de perturber l’électro-
encéphalogramme des souris dès 45 minutes post-ingestion (Cutrufo et al., 1984). Ces études 
suggèrent que les deux adjuvants Al administrés, chez l’animal, par voie IP ou orale peuvent 
avoir des effets secondaires locaux et systémiques potentiels avec des conséquences sur la 
santé. 
 
Le reste des études présentées dans ce chapitre se focalisent sur les adjuvants Al présents dans 
les vaccins (AH, AP) avec une voie d’administration du composé correspondante à ce qui est 
pratiqué dans la réalité (injection IM ou SC). Dans les paragraphes suivants, les études seront 
traitées par sujet de recherche avec tout d’abord celles portant sur la translocation des 
particules depuis le site d’injection jusqu’aux organes distants puis celles traitant de 
l’observation d’effets neurotoxiques suite à l’injection de composés aluminiques. Un dernier 
paragraphe sera spécifiquement consacré au modèle ovin, chez qui un phénomène 
épidémiologique a pu être reproduit expérimentalement, confirmant les observations déjà 
faites chez les rongeurs. Une revue de l’ensemble de ces études est en cours de rédaction 
(Angrand, Masson et al., en préparation). 
 
L’injection IM de vaccins contenant un adjuvant Al conduit à l’apparition d’une lésion 
musculaire particulière chez plusieurs espèces animales. Chez le rat Sprague-Dawley adulte, 
une injection IM de vaccin GenHevac® adjuvé sur AH induit une lésion persistante sur les 
28 jours de l’étude (Gherardi et al., 2001a). Le vaccin Engerix B®, également adjuvé sur AH a 
produit une lésion similaire observable durant le mois suivant l’injection IM de 10 µl chez des 
rates adultes Sprague Dawley ou Lewis (Authier et al., 2006). Enfin, l’injection IM de 0,5 ml 
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d’un vaccin combiné Tétanos-Diphtérie avec un adjuvant AH ou AP à 0,6 µg/ml Al a conduit 
à l’observation de la même lésion musculaire jusqu’à 3 mois pour l’AP et sur les 12 mois de 
l’étude pour l’AH chez le macaque (Verdier et al., 2005). Cette lésion musculaire particulière 
et caractéristique de la MFM se compose d’une infiltration locale dense de lymphocytes et de 
macrophages dans le péri et l’endomysium (Gherardi et al., 2001a; Authier et al., 2006) (cf 
chapitre II.2.2.1.). 
 
Une première étape des recherches portant sur la translocation de l’Al vaccinal, réalisé par 
notre groupe, repose sur l’injection de billes de latex fluorescentes et de vaccin nanohybride 
d’AH aggloméré sur un noyau de rhodamine B (Khan et al., 2013). Cette étude démontre 
qu’une large part de l’Al injecté à des souris C57BL/6 adultes, à raison de 18 µg d’Al pour 
36 µl, correspondant à la dose moyenne d’Al reçue par les patients atteints de MFM, a été 
transportée hors du muscle principalement à l’intérieur de cellules immunitaires pour gagner 
les ganglions lymphatiques de drainage. Le passage des cellules immunitaires de la circulation 
lymphatique à la circulation sanguine, probablement via le canal thoracique, permet ensuite à 
ces cellules d’atteindre des organes distants comme la rate, le foie ou le cerveau mais le 
passage dans le cerveau n’a été observé qu’avec une injection IM du nanohybride et pas avec 
une injection IV. Dans le cerveau, les particules ont tout d’abord été détectées dans des 
cellules CD11b+ péri-vasculaires avant d’être retrouvées dans les cellules microgliales et les 
cellules nerveuses jusqu’à un an post-injection (Khan et al., 2013). Le passage par le système 
lymphatique semble attesté par le fait que la translocation a été fortement réduite en cas 
d’ablation du ganglion de drainage le plus proche de la zone d’injection. La distribution 
systémique des particules d’Al est modulée par la présence de chimiokines telles que 
MCP1/CCL2 puisque leur injection simultanée a augmenté la pénétration cérébrale de l’Al 
(Khan et al., 2013). En effet, la protéine CCL2, secrétée par les lymphocytes T, les 
monocytes, les cellules endothéliales et les fibroblastes lors d’un problème infectieux ou une 
lésion tissulaire est un agent attractif des monocytes, sensibles au gradient de cette molécule 
par des récepteurs spécifiques. Les monocytes et macrophages sont donc attirés sur la zone 
infectieuse par la forte concentration en protéine CCL2 où ils peuvent se charger de particules 
d’Al. Or, une relative abondance de la protéine MCP1/CCL2 circulante a été identifiée chez 
les patients MFM (Cadusseau et al., 2014) pouvant indiquer un important recrutement de 
monocytes et macrophages potentiellement responsables d’une translocation cérébrale plus 
importante de l’Al chez ces personnes. L’Al comme certaines particules infectieuses, pourrait 
donc pénétrer dans le cerveau par un mécanisme de cheval de Troie en étant inclus dans les 
macrophages (Drevets et al., 2004; Eugenin et al., 2006).  
 
Afin de palier aux critiques de la première étude sur la nature du matériau utilisé qui a été 
qualifié de « non représentatif de l’aluminium utilisé comme adjuvant vaccinal » par l’Agence 
Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé cité par le Haut Conseil de Santé 
Publique (Haut Conseil de Santé Publique, 2013), une technique de marquage directe de 
l’adjuvant commercial a été développée afin de suivre précisément le composé injecté lors de 
la vaccination (Eidi et al., 2015). Le marquage a été assuré par de la poudre de diamant 
synthétique, nanométrique appelés nano-diamants fonctionnalisés (fND) dont la synthèse a été 
décrite en détail (Boudou et al., 2009). La complexation avec l’adjuvant à base d’AH a été 
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rendue possible par une agitation minutieuse suivie d’une sonication après mise en contact des 
deux composés (Eidi et al., 2015). Il résulte de cette préparation, un adjuvant rendu 
fluorescent par l’adjonction de nano-diamant fonctionnalisés (Alu-Dia) avec une fluorescence 
caractéristique à 700 nm après excitation par un laser de longueur d’onde 532 nm. Afin de 
s’assurer que l’Alu-Dia était aussi proche que possible de l’adjuvant commercial, les auteurs 
ont caractérisé les nano-diamants seuls, l’adjuvant commercial, le complexe Alu-Dia ainsi 
qu’un vaccin complet (Engerix B®) afin de comparer la taille des particules ainsi que le 
potentiel zêta ou charge de surface des différents composés. Cette étude démontre que les 
nano-diamants seuls ont bien présenté une taille nanométrique avec un diamètre moyen de 
particule de l’ordre de 80 nm et un potentiel zêta négatif (-29 mV). L’adjuvant commercial, le 
complexe Alu-Dia ainsi que le vaccin complet Engerix B® ont quant à eux formé des agrégats 
micrométriques d’un diamètre moyen allant de 2900 à 3800 nm avec des charges de surfaces 
positives comprises entre + 25 et + 30 mV (Tableau 3). Cette étude démontre qu’en 
conditions physiologiques, l’Alu-Dia conserve les propriétés physico-chimiques de l’adjuvant 
(Alhydrogel®) en présentant une taille moyenne de particules et un potentiel zêta similaire à 
ceux de l’adjuvant commercial et à un vaccin complet contenant cet adjuvant (Eidi et al., 
2015). Cela assure ainsi une prise en charge et une toxicité les plus similaires possibles à 
celles de l’adjuvant. De plus, cette similarité persiste lors de la conservation de l’Alu-Dia en 
PBS ou en milieu de culture cellulaire additionné de sérum de veau fœtal à 4 °C.  
 

Tableau 3 : Reproduction du tableau 1 de (Eidi et al., 2015) 
Diamètre de distribution et potentiel zêta des nano-diamants seuls, de l’alhydrogel® du 
complex Alu-Dia et du vaccin complet Engerix B®. Données obtenues en PBS à pH 7,2 et 
25 °C (mesures en triplicat). 
 

Composé Diamètre (nm) Potentiel zêta (mV) 
Nano-diamants  80 ± 30 - 29 ± 3 
Alhydrogel® 3240 ± 200 + 25 ± 4 
Alu-Dia 2930 ± 230  +28 ± 2 
Engerix B® 3820 ± 570  +30 ± 5 
 
Après avoir caractérisé les propriétés physiques du complexe Alu-Dia, les auteurs ont 
caractérisé ses capacités cytotoxiques (basées sur le taux de survie de cellules en culture dans 
un milieu contenant le composé) afin de ne pas attribuer à l’adjuvant des résultats 
potentiellement induits par la présence de nano-diamants (Eidi et al., 2015). Différentes 
concentrations de nano-diamants seuls, d’adjuvant (alhydrogel®) et de complexe Alu-Dia 
allant de 0 à 160 µg/ml ont donc été testés dans le milieu de culture de cellules neuronales. Si 
les nano-diamants seuls n’ont présenté qu’une très faible cytotoxicité aux concentrations les 
plus fortes (110,5 µg/ml), l’adjuvant seul a quant à lui présenté une toxicité pouvant être 
sévère à toutes les doses testées. En comparaison, le complexe Alu-Dia a présenté le même 
profil de cytotoxicité que l’alhydrogel® sans toxicité supplémentaire (Eidi et al., 2015). 
L’Alu-Dia peut donc être utilisé pour suivre le devenir de l’adjuvant après l’injection IM 
d’une part mais également pour évaluer les effets de la biodistribution de ce composé dans 
l’organisme.  
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L’utilisation du complexe Alu-Dia a permis de suivre la translocation précise de l’adjuvant 
après une injection IM à une concentration de 400 µg/kg. Chez les souris C57BL/6 adultes, 
une lésion caractéristique de MFM composée de monocytes et de macrophages infiltrés dans 
l’endomysium a été identifiée 21 jours après l’injection (Eidi et al., 2015). Cette lésion a 
également été observée 45 jours après injection IM chez les souris CD1 adultes après 
injection d’Alu-Dia à 200 ou 400 µg/kg répartie sur trois injections espacées de 4 jours 
(Crépeaux et al., 2015). Un contrôle avec un marquage au Morin marquant l’Al d’une 
fluorescence verte a permis de définir que les nano-diamants (rouges) étaient colocalisés avec 
l’Al et que le complexe Alu-Dia est stable une fois injecté dans l’organisme. Comme cela 
était le cas chez le rat, le taux d’Al musculaire a peu à peu diminué durant les 9 mois de 
l’étude et la fluorescence caractéristique du complexe Alu-Dia a été retrouvée dans des 
organes distants du site d’injection tels que les ganglions lymphatiques de drainage, la rate, le 
foie et le cerveau 21 jours après injection. Ces observations apportent ainsi la preuve que l’Al 
cérébral retrouvé dans de nombreuses études de toxicité peut être d’origine vaccinale et venir 
former des petits amas retrouvés au niveau du cervelet et du cortex cérébral signifiant que 
l’adjuvant n’est pas intégralement stoppé par la BHE une fois pris en charge par les cellules 
de l’immunité (Crépeaux et al., 2015; Eidi et al., 2015). 
 
Dans le cadre de l’étude du syndrome de la guerre du Golfe, de l’AH a été injecté par voie SC 
à des souris CD1 mâles adultes de 3 mois à raison de 100 µg/kg en 2 injections réparties sur 
2 semaines (Petrik et al., 2007). Les résultats démontrent que l’Al a subi une translocation 
depuis le site d’injection. En effet, celui-ci a été retrouvé dans le cytoplasme des neurones 
moteurs à 6 mois post-injection, provoquant une apoptose et une perte de ces neurones dans la 
moelle épinière (Petrik et al., 2007). Par ailleurs, une étude récente a suivi l’évolution de la 
concentration plasmatique en Al ainsi que la teneur en Al dans divers tissus, 80 jours après 
l’injection IM de 500 µl de solution contenant 1,25 mg Al (AH ou AP) ou un vaccin 
contenant l’un, l’autre ou les deux adjuvants, repartie dans six muscles chez le rat. Ces 
mesures ont démontré que l’AP présente une certaine solubilisation alors que la forme AH 
n’est pas ou très peu dissoute (Weisser et al., 2019). Cette dissolution définit directement le 
devenir de l’adjuvant puisque l’AP a été retrouvé en plus grande quantité dans les os alors que 
la rétention musculaire de l’AH a presque toujours été totale dans cette étude (Weisser et al., 
2019). 
 
La translocation des particules semble cependant à mettre en regard avec le fond génétique 
des animaux. En effet, l’Alu-Dia injecté dans le muscle de souris femelles CD-1 adultes à une 
concentration de 200 ou 400 µg/kg répartie sur trois injections espacées de 4 jours a induit 
une concentration en Al croissante dans les ganglions lymphatiques et la rate entre 45 et 
270 jours post-injection mais pas dans le cerveau (Crépeaux et al., 2015). Cette observation 
confirme l’importance du fond génétique des animaux puisque les souris C57BL/6 utilisées 
dans l’étude précédente présentaient des traces d’Al cérébral à des temps plus courts et pour 
une dose initiale plus faible d’Alu-Dia (Eidi et al., 2015). De plus, une étude antérieure a 
observé une cinétique d’élimination musculaire de l’AH différente entre deux souches de rats, 
sur l’année suivant l’injection IM de 10 µl de vaccin (Engerix B®) (Authier et al., 2006). Il est 
possible que cette différence de réponse entre les souris C57BL/6 et les CD1 soit le reflet de 
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la différence dans le fond génétique des souris influençant l’orientation de la balance Th1/Th2 
(Mills et al., 2000) de la même manière que le fond génétique chez le rat a influencé la vitesse 
de résorption du granulome musculaire avec une taille de granulome plus faible chez le rat 
Lewis dont la réponse immunitaire est orientée Th1 (Authier et al., 2006). En effet, la souris 
C57BL/6 présente une immunité également orientée Th1 et pro-inflammatoire (Whitehead et 
al., 2003; Mills & Ley, 2014) alors que la balance Th1/Th2 de la souris CD1 n’est pas 
caractérisée. Il est également intéressant de constater que, tout comme les patients MFM, les 
souris C57BL/6, apparemment plus sensibles à la translocation cérébrale de l’adjuvant 
aluminique, ont produit plus de chimioattractant MCP1/CCL2. Ce dernier étant impliqué dans 
l’attraction des monocytes sur le lieu de l’injection, dans l’augmentation de la translocation 
cérébrale de l’adjuvant et étant un biomarqueur du EM/SFC et de la MFM (Khan et al., 2013; 
Cadusseau et al., 2014; Mills & Ley, 2014).  
 
Néanmoins, il semble que le fond génétique des animaux ne soit pas le seul facteur à prendre 
en compte dans la neurotoxicité des adjuvants aluminiques. En effet, la dose d’adjuvant 
semble également être un facteur important puisque le dogme « la dose fait le poison » ne 
semble pas s’appliquer aussi simplement aux adjuvants aluminiques. Des trois doses 
d’adjuvant Alhydrogel®, 200, 400 et 800 µg/kg administrées par voie IM à des souris CD1 
femelles adultes, seule la dose 200 µg/kg a provoqué une augmentation de la concentration en 
Al cérébrale, accompagnée d’une augmentation de l’activité microgliale (Crépeaux et al., 
2017). Dans cette étude, la dose d’adjuvant la plus faible s’est révélée être celle produisant un 
effet neurologique notable mesuré par une baisse de l’activité locomotrice et une modulation 
de l’anxiété des animaux (Crépeaux et al., 2017) comme précédemment noté après injection 
SC de l’adjuvant (Petrik et al., 2007; Shaw & Petrik, 2009). Le changement de comportement 
des animaux à la dose 200 µg d’Al/kg était également associé à une augmentation de la 
densité en cellules microgliales au niveau du cortex frontal attestant d’une activation 
immunitaire dans cette zone, d’une élévation significative du taux d’Al cérébral total et d’une 
réduction plus importante du granulome musculaire qui était presque résorbé contrairement 
aux deux doses supérieures utilisées, dont le granulome est resté observable durant toute la 
durée de l’étude (Crépeaux et al., 2017). Une modification comportementale a également été 
observée après injection de deux doses IM d’AH de 200 µg ou de vaccin Engerix B® (GSK) à 
des souris NZBWF1 femelles de 8 et 12 semaines. Elle avait alors la forme d’un déficit 
mémoriel, d’une augmentation de l’anxiété et d’une activation des cellules microgliales, 
5 mois après la vaccination (Agmon-Levin et al., 2014a).  
 
Des réponses non linéaires ont déjà été rapportées en toxicologie de l’Al en particulier des 
courbes biphasiques, aussi bien dans des études neurotoxicologiques in vitro (Exley & 
Birchall, 1992; Platt et al., 1995; Forest et al., 2014; Eidi et al., 2015) que dans des recherches 
in vivo (Kumar, 1998; Tsunoda & Sharma, 1999; Kim, 2003; Roig et al., 2006) avec des 
expositions orales à l’Al. L’hypothèse la plus probable de cette neurotoxicité sélective des 
faibles doses d’adjuvant repose sur la nature nanométrique du composé. En effet, l’adjuvant 
est composé de spicules nanométriques (Mao, Zhou & Gao, 2013) qui forment spontanément 
des agglomérats microniques (Johnston, Wang & Hem, 2002) sujets à de subtiles variations 
de taille après adsorption d’un antigène (Eidi et al., 2015) et en interaction avec le phosphate, 
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les acides organiques et l’environnement protéique in vivo. Les cellules du système 
immunitaire et en particulier les macrophages viennent alors phagocyter ce composé très peu 
biodégradable. Or la taille idéale de capture de particules pour les macrophages est de l’ordre 
de 1 à 4 µm (soit la taille moyenne d’une bactérie) (Kowalski, Bahnfleth & Whittam, 1999) 
correspondant à la taille moyenne de 1,20 µm des agglomérats incorporés par les cellules en 
24 h in vitro (Mold et al., 2014; Mold, Shardlow & Exley, 2016). Les particules plus fines 
(20-200 nm) sont capables de diffuser librement vers le ganglion lymphatique le plus proche 
quand les particules de taille intermédiaire (0,5-2 µm) nécessitent un transport cellulaire 
(Manolova et al., 2008). Les particules encore plus importantes prennent certainement plus de 
temps pour être incorporées au sein des macrophages rendant ainsi leur translocation retardée 
(Morefield et al., 2005). L’étude de la taille des particules au sein des trois solutions 
d’adjuvant de 200, 400 et 800 µg d’Al/kg a révélé que la concentration 200 µg d’Al/kg est la 
seule à être composée d’agglomérats d’une moyenne de 1,7 µm, donc facilement capturés par 
les macrophages. Les deux autres solutions étaient très majoritairement composées de très 
larges agglomérats d’environ 35 µm et d’une petite fraction de composés fins de l’ordre de 
1,5 µm expliquant donc la translocation plus aisée des particules aluminiques issues de la 
faible dose d’adjuvant (Crépeaux et al., 2017). La réponse non linéaire observée suggère que 
l’adjuvant Alhydrogel® répond aux lois spécifiques de la toxicologie des particules sans 
suivre la logique de dose-réponse chimique. 
 
Les neurones de souris CD1 mâles adultes de 3 mois ayant reçu 100 µg/kg d’AH en 
2 injections réparties sur 2 semaines par voie SC, ont présenté des traces d’Al cytoplasmique 
et une activation de la Caspase 3 concordante avec l’apoptose (Petrik et al., 2007; Shaw & 
Petrik, 2009). Une augmentation de l’activation des astrocytes et du nombre de cellules 
microgliales est restée visible 6 mois après injection de l’adjuvant (Shaw & Petrik, 2009). Les 
animaux ayant reçu de l’Al ont présenté une diminution progressive de la force musculaire, 
accompagnée d’une augmentation de l’anxiété (Petrik et al., 2007), d’une diminution de la 
mémoire spatiale et d’une altération des fonctions motrices (Shaw & Petrik, 2009). 
 
Chez des souriceaux CD1 nouveau-nés exposés à l’adjuvant AH par injections répétées par 
voie SC à une dose dite élevée (550 µg/kg reproduisant le calendrier vaccinal américain de 0 à 
18 mois) ou dite faible (240 µg/kg mimant le calendrier vaccinal scandinave), il a été montré, 
dans le cadre d’une étude sur les TSA, une atteinte du système nerveux central par une 
augmentation de l’anxiété en rapport avec la dose d’Al reçue ainsi qu’une diminution de 
l’activité des animaux ayant reçu la plus forte dose, 20 à 22 semaines après le début du 
traitement (Shaw, Li & Tomljenovic, 2013). Ce même calendrier d’injection à forte dose 
(550 µg/kg) a ensuite fait ressortir des anomalies dans les interactions sociales, comparables à 
celles présentes dans les TSA, avec une baisse de l’intérêt social et une perturbation de la 
réaction pour la nouveauté sociale chez de jeunes souris CD1 exposées à l’AH de manière 
précoce (Sheth, Li & Shaw, 2018). 
 
Au niveau cérébral, les particules d’Al ont principalement été retrouvées dans les cellules 
microgliales avec une pénétration plus importante en cas de lésion de la BHE (Khan et al., 
2013). Cependant, en 2015, une équipe américaine a mis en avant l’existence d’un système de 
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drainage lymphatique cérébral que l’on pensait jusque-là inexistant. En cherchant des 
passerelles pour les lymphocytes T dans les méninges, cette équipe a découvert des vaisseaux 
lymphatiques fonctionnels, tapissant les sinus dorsaux, capables de transporter des fluides et 
des cellules immunitaires depuis le liquide céphalorachidien et connectés aux ganglions 
lymphatiques cervicaux profonds (Louveau et al., 2015). Cette découverte pourrait changer la 
vision des maladies neuro-inflammatoires et neurodégénératives associées au 
disfonctionnement du système immunitaire en expliquant comment des cellules immunitaires 
activées en périphérie sont capables de franchir la BHE pour agir au niveau du parenchyme 
cérébral (Medawar, 1948; Louveau, 2015). Il apparait en effet que ces vaisseaux soient une 
importante voie de recirculation pour les cellules et qu’ils pourraient être la voie d’entrée des 
macrophages chargés en Al dans le cerveau. Puisque l’administration d’Al peut conduire au 
dysfonctionnement du SNC (Petrik et al., 2007; Shaw & Petrik, 2009; Shaw, Li & 
Tomljenovic, 2013), le doute subsiste quant au taux auquel ce composé peut être utilisé en 
toute sécurité (Tomljenovic & Shaw, 2011). 
 
Les résultats obtenus chez le modèle murin se retrouvent également chez le modèle ovin, un 
gros mammifère dont la physiologie est plus proche de celle de l’Homme. Après une 
campagne de vaccination importante contre la fièvre catarrhale ovine en Espagne en 2008, un 
syndrome post-vaccinal a été observé dans la population ovine du nord du pays. Ce syndrome 
se compose d’une réaction neurologique aigüe observable 2 à 6 jours après une injection de 
vaccin contenant de l’Al et se caractérise par un manque de réponse aux stimuli externes 
accompagné d’une méningo-encéphalite (Luján et al., 2013). Cette phase aigüe peut être 
suivie d’une phase chronique déclenchée par un stimulus externe comme une faible 
température hivernale. Lors de cette phase chronique, les animaux présentent des périodes 
d’excitation et de fatigue, de tétraplégie évoluant vers la mort (Luján et al., 2013). Ces 
réactions post-vaccinales ont été reproduites expérimentalement en utilisant un calendrier 
vaccinal accéléré comportant 14 injections de vaccins contenant un adjuvant Al, réparties sur 
198 jours, pour un total de 56 mg d’Al injecté par animal. Les animaux exposés ont présenté 
les signes cliniques du syndrome ovin précédemment décrit et une translocation de l’Al a été 
observée dans la moelle épinière (Luján et al., 2013). Par la suite, l’administration SC des 
9 vaccins les plus courants ou un d’adjuvant Al seul (AH) à une dose équivalente chez des 
agneaux de 3 mois, sous la forme de 19 injections réparties sur 475 jours pour un total de 
81,29 mg d’Al par animal, a provoqué des nodules sous-cutanés au sein desquels l’Al est 
identifiable (Asín et al., 2018). Cet Al est également retrouvé à distance du site d’injection, au 
niveau des nœuds lymphatiques de drainage 458 jours après la première injection (Asín et al., 
2018) ainsi que dans les cellules gliales de la matière grise de la moelle épinière lombaire et 
du lobe pariétal (de Miguel et al., 2020). Or les adjuvants tels que l’AH ne sont pas de simples 
vecteurs d’antigènes mais sont capables d’induire des signaux de danger endogènes qui 
peuvent stimuler le système immunitaire (Varela-Martínez et al., 2018). En effet, un protocole 
similaire à l’expérience précédente a démontré que l’AH seul peut augmenter l’expression 
génique de la voie NF-κB tout comme les vaccins complets. L’adjuvant seul a en revanche 
diminué l’expression des cytokines et de leurs récepteurs modulant ainsi à la fois l’immunité 
et l’inflammation (Varela-Martínez et al., 2018).  
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Par ailleurs, l’application d’un calendrier vaccinal accéléré comportant 16 injections de 
vaccins contenant un adjuvant Al ou l’équivalence avec un adjuvant Al seul, réparties sur 
349 jours pour un total de 71 mg d’Al a provoqué des changements comportementaux (Asín 
et al., 2020). Cette étude impute à la présence d’Al vaccinal une baisse des interactions entre 
les animaux, l’augmentation de l’agressivité et des comportements stéréotypés, une hausse de 
l’excitation ainsi que de la compulsion alimentaire. Les troubles observés chez les ovins suite 
à la vaccination sont maintenant reconnus comme la version ovine du syndrome auto-
immunitaire / inflammatoire induit par les adjuvants (syndrome ASIA, cf I.4.1.1.c) (Asín et 
al., 2019). 
 
Notons également un fait intéressant émanant de la société Mérial (filiale vétérinaire de la 
société Sanofi) : face à l’association entre le sarcome félin (sorte de tumeur cancéreuse 
musculo-cutanée) et l’Al d’origine vaccinal (Madewell et al., 2001), la filiale vétérinaire de 
Sanofi a en effet développé la gamme Purevax® ne contenant pas d’Al et dont l’argument de 
vente est l’absence d’adjuvants chimiques ayant un risque potentiel de provoquer des 
réactions locales ou allergiques. 
 
En conclusion, les études menées chez l’animal montrent qu’une translocation cérébrale est 
possible pour plusieurs molécules contenant de l’Al pénétrant dans l’organisme par diverses 
voie d’exposition. Ces molécules sont alors en mesure d’induire une inflammation ou un 
stress oxydant provoquant la perte de neurones et l’apparition de troubles locomoteurs ou 
mémoriels. De nombreuses études in vitro ont par ailleurs démontré le caractère toxique de 
l’Al, en particulier pour les cellules du SNC où il est capable d’altérer les fonctions celllaires, 
le métabolisme énergétique et les mécanismes épigénétiques modulant l’expression génique. 
Il est également capable de réduire le relargage de neurotransmetteurs, d’altérer les propriétés 
des membranes et de favoriser l’accumulation anormale de certaines protéines (Kawahara & 
Kato-Negishi, 2011). L’Al est malheureusement, en raison de ses propriétés physico-
chimiques, très utilisé dans l’industrie et retrouvé dans une large gamme de produits allant de 
l’eau potable aux viennoiseries. De nombreux composés tels que certains métaux peuvent 
affecter l’absorption de l’Al dans le corps après une exposition par le système respiratoire ou 
digestif et par la peau et permettre à l’Al de perturber le SNC en provoquant des altérations 
cognitives ou des troubles neurodégénératifs (Niu, 2018). L’Al est donc identifié de longue 
date comme un neurotoxique affectant la mémoire, la cognition et le contrôle psychomoteur, 
altérant la neurotransmission et l'activité synaptique, endommageant la BHE, exerçant des 
effets pro-oxydants, activant les cellules microgliales et la neuroinflammation, réduisant le 
métabolisme du glucose dans le cerveau et les fonctions mitochondriales, interférant dans 
l'activité transcriptionnelle et favorisant l'agrégation de β-amyloïdes et de neurofilaments 
(Tomljenovic, 2011). Le manque de questionnement sur la réelle innocuité des sels d’Al 
utilisés comme adjuvants vaccinaux repose surtout sur leur longue période d’utilisation 
remontant à une époque où la science et la médecine étaient moins exigeantes en matière de 
sécurité et d’innocuité. Cependant, il est fort probable que si les adjuvants à base d’Al étaient 
développés aujourd’hui, ils ne seraient pas acceptés pour une utilisation humaine (propos du 
Dr N Garçon, responsable du centre mondial des adjuvants du laboratoire GSK, Workshop on 
aluminum in vaccines, Porto Rico 11 mai 2000 , cités dans Belle, 2010). 
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Tableau 4 : Récapitulatif global des études portant sur les adjuvants vaccinaux, toutes voies d’administration, chez l'animal (1/5) 
 

Référence 
Modèle (âge au 
début de l’étude) 

Molécule Exposition Principaux résultats 

(Agmon-Levin et 
al., 2014a) 

Souris femelles 
NZBWF1, 8 à 12 
semaines 

AH et vaccin HBV 

injection IM 0,4 ml vaccin HBV 
(Engerix B®) ou 0,4 ml à 200 µg à 8 et 
12 semaines puis analyses 
comportementales à 21, 26 et 30 
semaines. 

Problèmes rénaux (anticorps anti dsDNA, dommages 
histologiques) des souris vaccinées HBV. Perte en globule 
rouge, déficit de la mémoire et activation des cellules 
microgliales chez les souris vaccinées HBV et Al. 
Augmentation de l'anxiété par l'Al. 

(Aihara et al., 
2019) 

Cochon d'inde et 
souris 

Vaccins vétérinaire 
contenant un adjuvant 
aluminique (AH, AP, 
AH-saponine) 

5 ml IP pour les cochons d'inde et 0,5 ml 
pour les souris puis évaluation sur 7 
jours 

Développement d'intussusception et d'obstruction 
intestinale par adhésion due à un foyer inflammatoire.  

(Asín et al., 2018) 
Agneaux Rasa 
aragonesa castrés, 
3 mois 

AH (Alhydrogel®) et 
vaccins vétérinaires ovin 
avec adjuvant Al 

19 injections SC sur 453 jours 
(équivalence de 6 à 7 ans de 
vaccination) soit un total de 81,29 mg Al 
pour histologie des tissus injectés et des 
ganglions lymphatiques. 

Présence de granulomes SC contenant de l'Al et dont la 
sévérité est plus importante dans le groupe vaccin que dans 
le groupe adjuvant seul. Translocation des adjuvants vers 
les ganglions lymphatiques de manière plus importante dans 
le cas de vaccins. 

(Asín et al., 2020) 
Agneaux Rasa 
aragonesa castrés, 
3 mois 

AH (Alhydrogel®) et 
vaccins vétérinaires ovin 
avec adjuvant Al 

16 injections SC sur 349 jours 
(équivalence de 6 à 7 ans de 
vaccination) soit un total de 70,861 mg 
Al pour évaluation socio-
comportementale après 7 et 
16 injections. 

Changement du comportement individuel et social dès la 
7eme injection. 
Défaut d'interactions sociales, agressivité, stéréotypie. 
Augmentation des marqueurs de stress. 

(Authier et al., 
2006) 

Rates femelles 
Sprague Dawley 
& Lewis, 5 
semaines 

Vaccin Engerix B 20® 
avec adjuvant AH 

injection IM de 10 µl vaccin pour étude 
de l'élimination musculaire sur une 
année 

Observation d'une lésion musculaire caractéristique de la 
MFM 1 mois post-injection diminuant en taille avec le 
temps. L'élimination musculaire des particules d'Al est 
différente entre les deux souches de rats. 
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Tableau 5 : Récapitulatif global des études portant sur les adjuvants vaccinaux, toutes voies d’administration, chez l'animal (2/5) 
 

Référence 
Modèle (âge au 
début de l’étude) 

Molécule Exposition Principaux résultats 

(Crépeaux et al., 
2015) 

Souris femelles 
CD-1, 8 semaines 

Alu-Dia (traceur à base 
d'AH), 

AH (Alhydrogel®) et 
vaccin HBV (Engerix 

B® GSK) 

1) 3 injections Alu-Dia IM dans le muscle 
tibial ou SC de 20 µl espacées de 4 jours, soit 
un total de 200 ou 400 µg/kg. Suivi de la 
translocation 45, 135, 180 ou 270 post-
injection. 
2) 3 injections Al et vaccin HBV IM de 20 µl 
espacées de 4 jours, soit un total de 400 µg 
Al/kg. Analyses comportementales 45, 135, 
180 ou 270 post-injection. 

1) Translocation retardée des adjuvants Al vers les 
ganglions lymphatiques puis la rate. Particules non 
retrouvées au niveau cérébral. 
 
2) Persistance longue du granulome musculaire au site 
d'injection. Absence d'altération cognitive.  

(Crépeaux et al., 
2017) 

Souris femelles 
CD-1, 8 semaines 

AH (Alhydrogel®) 

3 injections IM dans le muscle tibial de 20 µl 
espacées de 4 jours, soit un total de 200, 400, 
800 µg/kg. Évaluation comportementale, 
dosage cérébral et analyse de la persistance 
180 jours après la dernière injection. 

Pattern neurologique limité à la plus faible dose : 
baisse du niveau d'activité, altération de l'anxiété. 
Augmentation de l'activité microgliale et accumulation 
d'Al dans le cerveau à la plus faible dose, 6 mois post-
injection au moment ou le granulome musculaire se 
résorbe. 

(Cutrufo et al., 
1984) 

Souris mâles 
DBA/2, adultes 

AH en poudre 
50 100 200 mg/kg par voie orale puis 
enregistrement EEG pendant 90 min 

Accumulation dose dépendante d'Al dans le cerveau et 
perturbation de l'électro-encéphalogramme (EEG) dès 
45 minutes post-ingestion 

(de Miguel et al., 
2020) 

Agneaux Rasa 
aragonesa castrés, 
3 mois 

AH (Alhydrogel®) et 
vaccins vétérinaires ovin 
avec adjuvant Al 

19 injections SC sur 453 jours (équivalence 
de 6 à 7 ans de vaccination) soit un total de 
81,29 mg Al pour suivi de la translocation de 
l'adjuvant 

Identification de la présence d'Al dans la moelle 
épinière lombaire et le lobe pariétal, en particulier les 
cellules gliales de la matière grise. 
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Tableau 6 : Récapitulatif global des études portant sur les adjuvants vaccinaux, toutes voies d’administration, chez l'animal (3/5) 
 

Référence 
Modèle (âge au 
début de l’étude) 

Molécule Exposition Principaux résultats 

(Eidi et al., 2015) 

1) Cellules THP1 
et NSC-34 
2) souris mâles 
C57BL/6, 8-10 
semaines. Souris 
femelles CD-1, 7 
semaines 

Alu-Dia (traceur à base 
d'AH) 

1) traitement in vitro avec AH, fND et 
Alu-Dia (gamme de concentrations) 
pour étude de cytotoxicité à 72h. 
2) 1 injection in vivo IM de 20 µl pour 
un total de 400 µg/kg pour étude de la 
translocation à 7 et 21 jours. 

1) Faible toxicité du traceur fND seul et toxicité comparable 
de l'Alu-Dia avec AH seul. Particules prises en charges par 
l'autophagie et permettant la détection des particules d'Al 
dans les autophagosomes. 
2) Phagocytose rapide de l’Al et translocation vers les 
ganglions, la rate, le foie et le cerveau en 3 semaines. 

(Freiberger et al., 
2018) 

Souris femelles 
CD57BL/6 et 
BALB/c, 6-12 
semaines 

AH (Alhydrogel®) et AP 
(Adju-Phos®)  

100 µl unique IP ou SC contenant de 
0,04 à 2 mg Al puis suivi jusqu’à 
150 min 

Hypothermie dose-dépendante 10 min après injection. 
Signes cliniques d'apathie, posture voûtée et piloérection. 
Recrutement massif de cellules immunitaires dans la cavité 
abdominale associé à une activation de l'inflammasome. 

(Galindo-Villegas 
et al., 2019) 

Daurade royale AH (Imject™) 

2 injections IP à 2 semaines d'intervalle, 
100 µl contenant 4 mg/poisson IP. 
Analyses 120, 170 et 300 jours post-
injection 

Adhérence tissulaire, hépatomégalie et augmentation non 
délétère des tissus adipeux. Toxicité sur les cellules 
immunitaires des glandes surrénales et de la rate au jour 
120, confirmé au jour 170 mais résorbé au jour 300 avec 
une bonne réponse immunitaire.  

(Gherardi et al., 
2001a) 

Rats Sprague-
Dawley adultes 

Vaccin GenHevac® 250 
µl avec adjuvant AH  

Injection intra musculaire de vaccin pour 

observation histologique du muscle 7, 
14, 21 et 28 jours post-injection 

Induction d'une zone de lésion musculaire nécrotique 
contenant une forte densité de lymphocytes et de 
macrophages caractéristique de la MFM. 

(Khan et al., 
2013) 

Souris mâles 
C57BL/6, mdx, 
CX3CR1GFP/- et 
CCL2-/-, 8-10 
semaines 

Al-Rho (traceur à base 
d'Al) 

1 injection IM de 36µl pour 18 µg Al 

Translocation systémique aux organes lymphoïdes, rate et 
cerveau, détectable 1 an post-injection. Particules d’Al 
détectées dans les cellules péri-vasculaires CD11b+ puis la 
microglie et les autres cellules nerveuses. La translocation 
est fortement réduite par ablation du ganglion. L'altération 
de la BHE augmente la translocation cérébrale. CCL2 est 
impliquée dans la translocation systémique des particules.  
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Tableau 7 : Récapitulatif global des études portant sur les adjuvants vaccinaux, toutes voies d’administration, chez l'animal (4/5) 
 

Référence 
Modèle (âge au 
début de l’étude) 

Molécule Exposition Principaux résultats 

(Luján et al., 
2013) 

Agneaux castrés, 
3 mois 

vaccins vétérinaires ovin 
avec adjuvant Al 

1) étude de cas avant/après vaccination 
contre la maladie de la langue bleue sur 
64 animaux 
 
2) reproduction expérimentale du 
syndrome : 14 injections SC sur 
198 jours soit un total de 56 mg Al pour 
analyses sanguines et histologiques 
après 177, 254 et 261 jours 

1) Épisode neurologique intense 2-6 jours après injection, 
caractérisé par des signes cliniques incluant la léthargie, un 
aveuglement transitoire et une faible réponse aux stimuli 
externes associés à une méningo-encéphalite pour une 
faible proportion d'animaux. La phase chronique, plus 
fréquente et déclenchée par un stimulus extérieur comme le 
froid, comporte une phase d'excitation suivie d'une période 
de faiblesse, d'une ataxie et d'une tétraplégie menant à la 
mort. 
2) Signes retrouvés dans le modèle expérimental. 
Translocation de l'Al vers les tissus nerveux de la moelle 
épinière.  

(Petrik et al., 
2007) 

Souris mâles CD-
1, 3 mois 

AH (Alhydrogel®) 

2 injections SC de 50 µg/kg chacune à 
2 semaines d'intervalle, soit un total de 
100 µg/kg. Suivi comportemental sur 
6 mois et analyses à 6 mois post-
injection 

Augmentation de l’anxiété, diminution de la force motrice. 
Perte de poils au niveau de l'injection. Apoptose de 
neurones moteurs dans la moelle épinière et du cortex 
moteur primaire. Augmentation des astrocytes dans la 
moelle épinière. Al présent dans le cytoplasme des neurones 
moteurs. 

(Shaw & Petrik, 
2009) 

1) souris mâles 
CD-1, 3 mois 
2) souris mâles 
CD-1, 9 mois 

AH (Alhydrogel®) 

2 injections SC de 50 µg/kg dans 200 µl 
chacune à 2 semaines d'intervalle, soit 
un total de 100 µg/kg pour histologie et 
tests comportementaux 

Apoptose de neurones moteurs, augmentation des 
astrocytes, Al présent dans le cytoplasme des neurones 
moteurs. Activation de la microglie et des astrocytes 
persistant jusqu'à 6 mois après l'injection. 
Altérations des fonctions motrices et diminution de la 
mémoire spatiale. 

(Shaw, Li & 
Tomljenovic, 
2013) 

Souris mâles et 
femelles CD-1, 
nouveau nés 

AH (Alhydrogel®) 

4 à 6 injections SC de 15 µl de PND2 à 
PND17, soit un total de 240 µg/kg & 
550 µg/kg puis analyses 
comportementales de 16 à 22 semaines. 

Augmentation du poids mâles & femelles à forte dose. 
Augmentation de l'anxiété des mâles & femelles à forte 
dose (effet léger chez les femelles à faible dose). 
Diminution de l'activité des mâles à la forte dose. 

  



Contexte et problématique 

Thèse Jean-Daniel Masson 67 

Tableau 8 : Récapitulatif global des études portant sur les adjuvants vaccinaux, toutes voies d’administration, chez l'animal (5/5) 
 

Référence 
Modèle (âge au 
début de l’étude) 

Molécule Exposition Principaux résultats 

(Sheth, Li & 
Shaw, 2018) 

Souris mâles et 
femelles CD-1, 
nouveau nés 

AH (Alhydrogel®) 

Reproduction du calendrier vaccinal 
pédiatrique US de 2010 en 6 injections 
SC de 15 µl de PND2 à PND16, soit un 
total de 550 µg/kg pour étude du 
comportement social à 8, 17 et 
29 semaines. 

Diminution de l'intérêt social à 8 et 17 semaines. 
Perturbation des réactions face à une nouveauté sociale. 

(Varela-Martínez 
et al., 2018) 

Agneaux Rasa 
aragonesa, 5 mois 

AH (Alhydrogel®) et 
vaccins vétérinaires ovin 
avec adjuvant Al 

19 injections SC sur 475 jours 
(équivalence de 6 à 7 ans de 
vaccination) soit un total de 81,29 mg Al 
pour analyse des modifications 
d'expression génique 

Augmentation de l'expression des gènes de la voie de 
signalisation NF-κB par les vaccins comme par l'adjuvant 
seul. Observation d'une diminution d'expression des 
cytokines et de leurs récepteurs suite à l'injection d'adjuvant 
par rapport aux vaccins.  
Modulation de l'inflammation et de l'immunité par les 
adjuvants. 

(Verdier et al., 
2005) 

Macaque (Macaca 
fasciculata) mâles 
de 2,3–3,9 kg 

Vaccin combiné 
Tétanos-Diphtérie avec 
adjuvant AH ou AP à 
0,6 µg/ml Al 

Injection intramusculaire unique de 
0,5 ml de vaccin. Observation 
histologique de la zone d'injection 3, 6 et 
12 mois post-injection. 

Observation de lésions musculaires caractéristique de la 
MFM jusqu’à 3 mois après injection pour AP et sur les 12 
mois de l'étude pour AH. 

(Weisser et al., 
2019) 

Rats mâles 
Wistar, 2 mois 

AH (Alhydrogel®), AP 
(Adju-Phos®) et vaccins 
sur AH, AP ou les deux 

injections IM sur 6 sites pour un volume 
de 500 µl et 1,25 mg Al pour les 
adjuvants seuls ou 500 µl du vaccin puis 
mesure de la concentration plasmatique 
et tissulaire jusqu'à 80 jours post-
injection 

Augmentation de la concentration plasmatique en Al pour 
AP. La rétention musculaire en Al est presque totale avec 
l'AH qui ne présente aucun relarguage plasmatique et le 
stockage osseux est plus important avec AP à 80 jours post-
injection. 

(Yang et al., 
2016) 

Souris mâles et 
femelles C57BL/6 
nouveau nés 

Vaccin HBV 
(Alhydrogel®) 

Injections IP à 0, 7 et 21 jours avec 
50 µl de vaccin pour analyse 
comportementale à 4, 8 et 12 semaines 
et analyses moléculaires 

Altération comportementale transitoire à 8 semaines non 
retrouvée à 12 semaines (défaut de neurogenèse au niveau 
de l’hippocampe avec processus inflammatoire systémique) 
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Résumé d’étape : 
 
Dans la partie précédente consacrée à la toxicité de l’Al, nous avons abordé les points 
suivants : 
 
• Chez l’Homme, les expositions environnementales à l’Al, majoritairement liées au milieu 
professionnel ainsi qu’à l’alimentation, sont généralement associées à des troubles 
cognitifs. 
 
• La présence d’Al au niveau cérébral est un fait avéré dans les cas de maladie d’Alzheimer 
et des troubles du spectre autistique. 
 
• Les propriétés neurotoxiques de l’Al sont connues de longue date bien que le mécanisme 
sous-jacent ne soit pas clairement caractérisé. 
 
• La vaccination représente un apport en Al non négligeable, particulièrement lors des 
stades précoces de développement. Par son action immunostimulante, l’Al d’origine 
vaccinale, comme d’autres composés aux propriétés adjuvantes, pourrait conduire, seul ou en 
synergie avec d’autres facteurs, à une hyper-activation du système immunitaire, néfaste 
pour la santé. 
 
• Chez l’animal, diverses formes d’Al non vaccinal administrées par voie orale conduisent à 
l’augmentation de la teneur cérébrale en Al accompagnée de dommages histologiques ainsi 
que de troubles comportementaux et cognitifs. 
 
• Les molécules d’Al utilisées comme adjuvants, injectées en IP, produisent des effets 
indésirables au niveau intestinal, et des altérations comportementales et inflammatoires. 
 
• Différentes techniques de suivi des particules d’Al administrées par voie IM ont été testées 
et témoignent du déplacement des particules depuis le muscle injecté vers des organes 
distants tels que les ganglions lymphatiques, la rate, le foie ou le cerveau.  
 
• La présence d’Al au niveau cérébral, dont la voie d’entrée reste à déterminer, est associée à 
des troubles comportementaux et inflammatoires. 
 
• Le fond génétique des animaux conditionne la bio-distribution et le devenir des particules 
laissant supposer que de subtiles différences génétiques ou physiologiques entre animaux de 
la même espèce peuvent moduler la prise en charge de l’Al par l’organisme. 
 
• La taille des particules semble être un facteur primordial, conditionnant leur translocation 
ainsi que leur niveau de neurotoxicité. 
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I.5. Le phosphate de calcium, un substitut aux adjuvants aluminiques ? (Masson 
et al., 2016) 
 
La section suivante est la traduction d’une revue publiée en 2016 dans Expert Review of 
Vaccines. Dans cette revue, nous avons souhaité regrouper les données disponibles sur le 
phosphate de calcium utilisé comme adjuvant vaccinal. Ce composé, développé par l’Institut 
Pasteur, pourrait en effet être vu comme un substitut possible aux adjuvants aluminiques 
actuels dont la toxicité vient d’être discutée (cf Publication 3, section valorisation scientifique 
(Masson et al., 2016)). 
 
 

I.5.1. Contexte 
 
L’absolue innocuité de l’Al dans les vaccins humains ne fait pas l’unanimité au sein de la 
communauté scientifique (Aprile & Wardlaw, 1966) et bien que de plus en plus de travaux 
démontrent le lien entre l’Al vaccinal et les différentes maladies dont ceux-ci seraient 
responsables, l’Académie Nationale de Médecine ne reconnait pas cette relation de cause à 
effet (Bégué et al., 2012; Exley, 2014a; Goullé & Grangeot-Keros, 2019). Il convient 
cependant de rappeler les controverses sur ces adjuvants, accusés d’être impliqués dans 
l’apparition de maladies auto-immunes ou neurologiques, notamment en ce qui concerne les 
vaccins contre l’hépatite B et le papillomavirus humain (HPV) (Tomljenovic & Shaw, 2011). 
La MFM, décrite en 1998 (cf chapitre II), fait partie des maladies imputées à l’Al vaccinal 
(Gherardi & Authier, 2003). Elle se caractérise par une lésion inflammatoire causée par des 
cristaux d’Al phagocytés dans des macrophages, persistant de façon très localisée au point 
d’injection du vaccin (muscle deltoïde) pendant plusieurs années après la vaccination (World 
Health Organization, 1999; Exley et al., 2009). Ces pathologies ont en commun la présence 
de troubles neurologiques. Or la neurotoxicité de l’Al est aujourd’hui reconnue et la relation 
possible entre l’Al et des maladies neurologiques chroniques telles que la maladie 
d’Alzheimer fait l’objet d’études depuis plusieurs années (Bégué et al., 2012; Exley, 2013; 
2014b; Crépeaux et al., 2020). 
 
La question de la sécurité vaccinale est une préoccupation majeure, et certaines associations 
de patients demandent l’application du principe de précaution en substituant à l’Al vaccinal 
un autre adjuvant ayant déjà été utilisé en vaccination humaine, le phosphate de calcium 
(CaP) (E3M, 2015a). Le CaP a été initialement développé par l’Institut Pasteur sous forme 
d’hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) bien que le produit décrit dans le brevet initial soit du 
CaP tribasique (Ca3(PO4)2) (Relyveld, 1977). Il a été utilisé dans les vaccins contre la 
diphtérie, le tétanos, la coqueluche et la poliomyélite (Relyveld, Henocq & Raynaud, 1964; 
Coursaget et al., 1986; Gupta et al., 1995). Malgré son remplacement par les sels d’alun à 
partir de 1985 après le rachat de la branche production de l’Institut Pasteur par l’Institut 
Mérieux, il reste un adjuvant approuvé par l’OMS pour la vaccination humaine et fait partie 
des substances susceptibles de pouvoir remplacer les sels d’alun dans les vaccins (Moulin, 
1996; Sesardic, Rijpkema & Patel, 2007). L’emploi du CaP comme adjuvant non spécifique, 
donc généralisable à l’ensemble des antigènes, avait déjà été proposé sans faire l’objet de 
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recherches systématiques du fait du succès des adjuvants aluminiques (Relyveld & Raynaud, 
1967).  
 
A partir de 1984 pourtant, l’Institut Pasteur a décidé de commercialiser des allergènes retard 
adsorbés sur CaP afin de mettre en exergue l’effet retard du CaP et son effet immunogène. 
L’utilisation des allergènes en désensibilisation spécifique nécessitant une multiplication des 
injections et les seuls allergènes retard étant des allergènes sur oxy-hydroxyde d’Al (sur alun-
pyridine ou sur oxy-hydroxyde d’Al in situ), l’Institut Pasteur a préféré alors s’orienter vers la 
seule alternative à l’AH : le CaP (Lecadet, Ickovic & Thibaudon, 1988). 
 
Les récentes demandes des associations de patients pour la réutilisation du CaP à la place de 
l’Al vaccinal relancent les travaux sur cette molécule par ailleurs peu présente dans la 
littérature scientifique. Les avis divergent sur l’efficacité de la réponse immunitaire induite 
par le CaP ainsi que sur son innocuité en tant qu’adjuvant. C’est pourquoi cette revue de la 
littérature a été réalisée pour recueillir les données existantes sur cette molécule en tant 
qu’adjuvant afin d’en faire ressortir les forces et les faiblesses pour son utilisation à grande 
échelle (Masson et al., 2016). 
 
 

I.5.2. Capacité d’adsorption et pouvoir antigénique 
 
A la lumière des publications scientifiques actuellement disponibles, il convient de définir 
clairement les notions de capacité d’adsorption et de pouvoir antigénique, qui parfois 
semblent confondues. Nous entendrons donc par capacité d’adsorption, la capacité d’un 
adjuvant à adsorber une certaine dose d’antigène par unité de surface. Et par pouvoir 
antigénique, la capacité d’un adjuvant à induire une réponse immunitaire adéquate à la 
vaccination en terme de concentration sanguine, ou titre d’anticorps. Autrement dit, sa 
capacité à présenter un antigène de manière efficace afin de rendre la production d’anticorps 
par l’organisme optimale en fonction de la dose initiale d’antigènes injectée. Ce point a 
d’ailleurs été fondamental dans le choix du phosphate de calcium comme adjuvant-adsorbant 
d’allergènes pour la désensibilisation spécifique (Lecadet, Ickovic & Thibaudon, 1988).  
 
 

I.5.2.1. Capacité d’adsorption 
 
La capacité d’adsorption du CaP est dépendante de nombreux facteurs et fait intervenir 
plusieurs phénomènes tels que les liaisons hydrogènes ou les forces électrostatiques (Seeber, 
White & Hem, 1991; Jiang et al., 2004). Il faut donc noter que le pH joue un rôle primordial 
dans la détermination de cette capacité bien que celui-ci doive être gardé le plus 
physiologique possible pour la vaccination humaine (Gupta et al., 1995). Le point de charge 
nulle ou point isoélectrique (pH auquel la charge de surface d’une molécule est nulle) est de 
5,5 pour le CaP, 5 pour l’AP et 11.1 pour l’AH. La charge de surface ou potentiel zêta est 
positive si le pH est inférieur au point isoélectrique. Par conséquent, à pH physiologique, le 
CaP commercial et l’AP présentent un potentiel zêta négatif alors que l’AH présente un 
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potentiel zêta positif (Al-Shakhshir et al., 1994; Jiang et al., 2004; Singh et al., 2006). Les 
antigènes sont également caractérisés par un point isoélectrique et cela explique pourquoi 
l’AH est plus efficace pour adsorber les toxines diphtériques et tétaniques dont les points 
isoélectrique sont respectivement de 4,1 et 5 (Aggerbeck & Heron, 1995; Sivananda & 
Sundaran, 2010). 
 
Toutefois, en plus des forces électrostatiques, une autre forme de liaison avec l’antigène est 
possible avec le CaP. Les groupements hydroxyles présents dans la forme commerciale du 
CaP permettent une adsorption d’antigènes phosphorylés par liaison hydrogène (Bleam et al., 
1991). Des études ont démontré que ce type de liaison était également présent pour les 
adjuvants aluminiques tel que l’AH (Iyer, HogenEsch & Hem, 2003; Iyer et al., 2004) 
permettant une adsorption des antigènes forte et non affectée par la variation du pH (Jiang et 
al., 2004). 
 
Enfin, la surface spécifique influence également la capacité d’adsorption en prenant en 
compte la forme et la taille des particules de l’adjuvant afin d’en déterminer la surface 
d’échange réelle avec l’antigène, par opposition avec la surface apparente. En effet, lorsque la 
taille des particules diminue, la surface spécifique augmente. Par exemple, deux poudres de 
CaP, la première avec une granulométrie médiane de 10,88 µm possède une surface 
spécifique de 0,54 m²/g alors que la seconde avec une granulométrie médiane de 2,22 µm 
possède une surface spécifique de 2,76 m²/g (Ginebra, Driessens & Planell, 2004). Puisque la 
capacité d’adsorption augmente avec la surface spécifique, la forme nanoparticulaire du CaP 
est celle qui présente la plus grande capacité d’adsorption (Rivera Gil et al., 2010). 
 
 

I.5.2.2. Pouvoir antigénique 
 
Il semble que la capacité d’adsorption d’un adjuvant ne détermine pas nécessairement son 
pouvoir antigénique. En effet, pour un taux d’adsorption comparable en antigène de venin de 
serpent, le CaP sous forme gel (cf (Masson et al., 2016)) présente un pouvoir antigénique plus 
important que l’AH, chez la souris (Olmedo et al., 2014). Généralement, les particules d’une 
taille comparable aux agents pathogènes tels que les virus sont facilement reconnues et 
absorbées par les cellules dendritiques ou les macrophages (Zhao et al., 2014). Les petites 
particules (20 à 200 nm) sont préférentiellement adsorbées par les cellules dendritiques alors 
que les grosses particules (< 5 µm) sont phagocytées par les macrophages. Cette phagocytose 
conduit alors à la présentation des antigènes administrés de manière efficace et une réponse 
immunitaire adaptative (Shah et al., 2014). Le test de 6 tailles de particules d’hydroxyapatite 
de 40 nm à 5 µm chez la souris a permis de mettre en évidence que les particules de 100 à 
400 nm sont celles qui présentent le plus fort pouvoir antigénique. Cependant, il convient 
d’être prudent avec ces résultats car il semble que chaque adjuvant présente sa propre gamme 
de taille optimale (Hayashi et al., 2016)  
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Le pouvoir antigénique est également impacté par le calendrier de vaccination et l’injection de 
rappel. En effet, chez l’Homme, si le taux d’anticorps mesuré après la première injection 
vaccinale est supérieur avec l’AH, le taux d’anticorps final mesuré après l’injection de rappel 
est supérieur chez les personnes ayant reçu un vaccin à base de CaP (Relyveld et al., 1991; 
Aggerbeck, Fenger & Heron, 1995). L’utilisation d’anatoxine tétanique adsorbée sur CaP et 
AH chez le cobaye démontre que le CaP est moins performant. La production d’IgG 1a et 1b 
est plus faible avec cet adjuvant qu’avec l’AH (Vassilev, 1978b). Cependant, cette même 
anatoxine tétanique ainsi que l’anatoxine diphtérique adsorbées sur CaP, à une concentration 
supérieure, induisent chez les animaux comme chez l’Homme, une production en IgG 
similaire voire supérieure à celle induite par les adjuvants aluminiques, surtout après le rappel 
(Relyveld et al., 1991; Gupta & Siber, 1994; Aggerbeck, Fenger & Heron, 1995).  
 
Les adjuvants vaccinaux provoquent généralement la synthèse préférentielle d’une ou 
plusieurs classes d’antigènes (World Health Organization, 1976). Le CaP sous forme gel 
présente l’avantage majeur de ne pas augmenter le taux d’IgE lors de son utilisation en rappel, 
chez l’Homme comme chez l’animal, contrairement à l’AH (Relyveld, Lavergne & 
de Rudder, 1974; Vassilev, 1978b; Ickovic et al., 1983). Or, la production prolongée d’IgE 
pourrait être à l’origine d’allergies en cas d’injections régulières (Vassilev, 1978b). La faible 
production d’IgE lors du rappel à base de CaP est attribuée au fait qu’il est un constituant 
naturel du corps humain (Relyveld, Henocq & Raynaud, 1964). La présence d'anticorps IgE 
spécifiques dans le sérum humain doit être considérée comme un danger potentiel qui peut se 
manifester après la vaccination de rappel, surtout chez des personnes hyperimmunisées ou 
allergiques (Vassilev, 1978b). La production d'IgE humaine est conditionnée par un facteur 
héréditaire, toutefois certains auteurs associent la fréquence croissante des allergies à des 
programmes de vaccination de masse (Relyveld, 1969; Hubscher, 1977). 
 
Globalement, bien que les résultats obtenus avec les modèles animaux soient divergents en 
fonction de l’antigène et de la concentration en adjuvant, les données présentes pour l’Homme 
laissent à penser que le CaP est un adjuvant efficace et potentiellement plus efficace que les 
sels d’aluns si ce n’est à la première injection, tout au moins après le rappel. Il a une bonne 
capacité d'adsorption et induit un fort taux d'IgG sans augmenter le taux d’IgE bien que des 
analyses complémentaires soient souhaitables (Relyveld, Henocq & Raynaud, 1964; Gupta et 
al., 1995; Petrovsky & Aguilar, 2004).  
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I.5.3. Innocuité 
 
Le CaP provoque, comme la plupart des adjuvants, l’apparition de petits nodules SC qui 
peuvent être palpables pendant une trentaine de jours après injection. Ces nodules ont ensuite 
tendance à se résorber en laissant une lésion cicatricielle définitive avec des amas de dépôt de 
calcium entourés d’une mince couche fibreuse, presque acellulaire (Balouet, Levaditi & 
Relyveld, 1975; Levaditi & Relyveld, 1975; Balouet et al., 1977). Cependant, les nodules SC 
peuvent être évités par l’injection IM, plus profonde (Relyveld et al., 1969). Signalons que le 
CaP fait partie des composés classés comme sûrs et biocompatibles par la FDA (Dorozhkin & 
Epple, 2002; Rivera Gil et al., 2010), grâce à sa présence naturelle au sein de l’organisme. Le 
CaP a l’avantage de ne pas être bio-persistant et d’être donc moins toxique (Ahmed, Geary & 
Salem, 2014). La remarquable biocompatibilité du CaP en fait un biomatériau utilisé en 
orthopédie et dans les prothèses dentaires (Dorozhkin & Epple, 2002). 
 
 

I.5.3.1. Réaction inflammatoire 
 
Le CaP induit au niveau du site d’injection SC une réaction inflammatoire active faisant 
intervenir des neutrophiles et des macrophages (Goto et al., 1997). La réaction inflammatoire 
produite par le CaP sous forme gel ne dure pas plus de 4 semaines, contrairement à celle 
induite par les adjuvants aluminiques qui peut durer deux fois plus longtemps (Goto et al., 
1997). Bien que non directement nuisibles à la santé, les réactions locales douloureuses 
doivent être évitées en raison de l’impact négatif qu’elles génèrent sur la perception publique 
des risques et avantages liés à la vaccination (Petrovsky, 2015a). Contrairement aux adjuvants 
aluminiques, le CaP n’est pas toxique in vitro pour les macrophages dans la gamme de 
concentration utilisée en vaccination (Goto et al., 1993; 1997). Cette capacité du CaP de ne 
pas être néfaste aux macrophages est importante dans le choix de son utilisation en tant 
qu’adjuvant pour la vaccination humaine et pour l’immunité spécifique car le rôle des 
macrophages est reconnu comme important, sinon primordial dans l’induction de la réponse 
immunitaire (World Health Organization, 1976). De plus, la réaction inflammatoire reste de 
courte durée même à forte concentration en CaP (Goto et al., 1997). Cela rend possible 
l’utilisation du CaP vaccinal même en cas de surconcentration de l’adjuvant, ce qui pourrait 
s’imposer en fonction de l’antigène utilisé. 
 
Il semble que dans une certaine mesure, le CaP soit doté d’une certaine activité hémolitique. 
Cependant, il est important de préciser que ces résultats sont le fruit d’expérimentations in 
vitro et qu’ils ne sont pas unanimement acceptés. En effet, le CaP, bien que présentant une 
activité hémolytique avérée, n’est pas conçu, en tant qu’adjuvant, pour être injecté par voie 
vasculaire mais par voie IM ou éventuellement SC. Cette distinction et l’absence d’autres 
rapports semblables dans la littérature tend à démontrer que ces résultats n’ont pas de sens 
clinique (Léry, 1994).  
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I.5.3.2. Forme nano-particulaire 
 
Parmi les évolutions dans le domaine des adjuvants, de nombreuses recherches se portent 
désormais sur les composés nano-particulaires. En effet, leur petite taille offre une plus grande 
surface d’adsorption pour un même volume (Rivera Gil et al., 2010). Indépendamment de son 
excellente stabilité de stockage, de sa préparation à froid et de son développement 
relativement peu couteux, le CaP nano-particulaire présente des caractéristiques positives 
dans tous les domaines étudiés (He et al., 2000; Koppad et al., 2011). Chez la souris, avec les 
virus de l’herpès et d’Epstein Barr, il induit une production durable d’IgG totaux, d’IgG2a et 
d’IgA sans produire d’IgE, sans trace d’inflammation sur les sites d’injection et sans 
qu’aucune toxicité n’ait été mise en avant durant l’étude (He et al., 2000; 2002; Koppad et al., 
2011). En étude chez les poissons, oiseaux et en contact avec des cellules humaines en 
culture, cet adjuvant nano-particulaire est facilement absorbé et dissout dans les lysosomes 
avant d’être évacué hors des cellules. (Neumann et al., 2009; Behera & Swain, 2011; Koppad 
et al., 2011; Viswanathan, Gopinath & Raj, 2014). Il a été proposé de développer des vaccins 
unidoses à base de CaP nano-particulaire en raison des nombreux avantages que présente cette 
nouvelle forme et de son potentiel à avoir une libération prolongée d’antigène (He et al., 
2000). Cette forme est efficace pour la vaccination par voie muqueuse (intra nasale et intra 
vaginale) et permet la vaccination systémique par cette voie (He et al., 2000; 2002). 
 
Les sels d’alun, également nano-particulaires, stimulent préférentiellement la réponse 
humorale et spécialement la voie Th2 caractérisée par la production d’IL-4 et IL-5 ainsi que la 
production d’IgE et d’IgG1(Gupta, 1998; Marrack, McKee & Munks, 2009; Aimanianda et 
al., 2009). Le CaP nano-particulaire peut présenter deux formes de cristaux, la forme de 
bâtonnet et la forme sphérique. Les cristaux en bâtonnets peuvent induire les deux types de 
réponse immunitaire, la réponse cellulaire de l’immunité (le développement de 
lymphocytes T) par activation de la voie Th1 et la réponse humorale par la voie Th2 (Hayashi 
et al., 2016; Wang et al., 2016a; 2016b). Les adjuvants micro-particulaires ne sont pas 
capables d’induire une réponse similaire en raison de leur trop grande taille (He et al., 2002; 
Sokolova et al., 2011; Knuschke, Epple & Westendorf, 2014; Zhou et al., 2014; Jones et al., 
2014). Toutefois, chez le modèle murin, la comparaison de deux vaccins antitétaniques sur 
base de CaP nano-particulaire ou d’AP nano-particulaire a permis de mettre en avant la 
présence de lésions histologiques au niveau du cerveau, des reins, du foie et du muscle au 
point d’injection. Ces lésions de type congestion, vacuolisation ou dégénérescence tissulaire 
sont généralement moins aiguës avec le CaP sauf pour les lésions musculaires présentant des 
signes d’hémorragies (Issa et al., 2014).  
 
 

I.5.3.3. Études anciennes, données in situ 
 
L’intérêt pour le CaP ayant grandement chuté après l’arrêt de son utilisation dans les années 
80, les recherches sur cette molécule se sont taries progressivement. En effet, il n’y a que peu 
d’études portant sur l’innocuité du CaP micro-particulaire utilisé comme adjuvant, et la plus 
récente date de la fin des années 90. Le CaP ne semble pas présenter de signe d’une 
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quelconque activité susceptible de provoquer des problèmes allergiques ou des réactions le 
rendant incompatible avec son utilisation pour la vaccination humaine ou animale dans les 
publications relevées. Au contraire, il semble très bien toléré (Relyveld et al., 1970a; 1970b; 
Sureau et al., 1977; Vassilev, 1978b; Relyveld, 1986; Gupta et al., 1995; Goto et al., 1997).  
 
Signalons également que le CaP a été utilisé en France jusqu’au milieu des années 80, 
principalement pour le groupe de vaccins diphtérie-coqueluche-tétanos, sans que les praticiens 
ne fassent remarquer d’effet secondaire non souhaité. Celui-ci a été utilisé avec succès dans la 
vaccination pentavalente humaine (antivariolique, antiamaril, antirougeoleux, BCG et 
antitétanique), sans réaction indésirable (Gateff et al., 1973). 
 
Selon plusieurs auteurs, le CaP est un constituant naturel du corps humain, offrant une plus 
grande garantie de l'absence d'effets indésirables et plus sûr que l'AH (McLachlan, Lukiw & 
Kruck, 1989). D’autres auteurs reconnaissent que son profil d’innocuité établie le rend 
intéressant pour l’évaluation d’une nouvelle génération de vaccins en gardant à l’esprit que 
tout comme pour le pouvoir adjuvant, les études effectuées sur les animaux pour tester 
l’innocuité des vaccins et de leurs adjuvants ne garantissent pas d’être le parfait reflet de la 
situation humaine, et nécessiterait ainsi de nouvelles études (Singh et al., 2006; Petrovsky, 
2015a).  
 
 

I.5.4. Conclusion 
 
Avant d’envisager l’utilisation d’un adjuvant chez l’Homme, il faut étudier 
expérimentalement plusieurs facteurs pour déterminer si la préparation est appropriée et sans 
danger, tels que : l’innocuité par des épreuves de toxicité aiguë et chronique, la tolérance 
locale et générale, la tératogénicité, la biodégradabilité, la cancérogénicité ou 
cocancérogénicité, le degré d’immunopotentialisation, les effets adverses inacceptables ou 
pharmacologiques divers, la définition de l’action etc. (World Health Organization, 1976). Le 
CaP a passé avec succès ces différents tests offrant notamment une grande efficacité en terme 
de titre en anticorps circulants, ce qui a permis son utilisation dans plusieurs vaccins humains 
pendant une vingtaine d’années (Relyveld, Levaditi & Ravisse, 1978; Bégué et al., 2012). Le 
manque de données sur cette molécule ne permet pas une conclusion stricte quant à son 
innocuité. Cependant, les données disponibles chez l’Homme laissent percevoir une bonne 
capacité du CaP à produire une réponse immunitaire efficace (parfois plus qu’avec les sels 
d’alun après le rappel) avec les antigènes de la diphtérie, du tétanos, de la poliomyélite et de 
la coqueluche dans les conditions de préparation définies par le professeur E.H. Relyveld 
(Relyveld, 1986). Cet adjuvant est un composé naturellement présent dans l’organisme, 
caractérisé comme sûr par la FDA. Aucune étude à notre connaissance ne rapportant d’effets 
indésirables lors de son utilisation dans les conditions prévues, aucune raison ne semble 
justifier la mise à l’écart de cet adjuvant dans la vaccination humaine pour les antigènes cités. 
Ce que confirme son utilisation en désensibilisation spécifique depuis plus de 30 ans. 
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Pour conclure, au-delà de la connaissance des différences entre le CaP et les sels d’alun ou la 
comparaison pour savoir si le CaP est plus ou moins efficace que ces concurrents, ce composé 
est un bon candidat, spécialement sous sa forme hydroxyapatite, pour remplacer ou compléter 
les sels d’alun en tant qu’adjuvant. L’emploi du CaP comme adjuvant non spécifique pour 
d’autres antigènes devrait faire l’objet de recherches plus poussées, en se concentrant 
notamment sur la réponse de la forme gel de ce composé qui a déjà été utilisée chez 
l’Homme. Ce composé est présent dans la pharmacopée internationale et fait partie des 
adjuvants approuvés par l’OMS. Il est également mentionné comme adjuvant vaccinal dans la 
pharmacopée européenne. De plus, le Pr Daniel Floret, président du Comité Technique des 
Vaccinations 2016, a reconnu durant le salon Pharmagora 2016 que le CaP est une vraie 
alternative à l’Al dans les vaccins (E3M, 2016). Enfin, le brevet du CaP est aujourd’hui dans 
le domaine public, le rendant accessible à tous pour une utilisation dans de futurs vaccins. 
 
Cette revue sur le CaP a été initiée afin d’évaluer la pertinence de la demande de l’association 
Entraide aux Malades de Myofasciite à Macrophages (E3M) de remettre sur le marché des 
vaccins adjuvés sur ce composé et d’effectuer des recherches pour produire d’autres vaccins 
avec cet adjuvant (E3M, 2015a). L’association E3M regroupe des personnes atteintes de 
myofasciite à macrophages et se mobilise pour l’utilisation de vaccins sans aluminium. Cette 
position provient de l’implication des adjuvants aluminiques dans la myofasciite à 
macrophages décrite dans le chapitre suivant. 
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II. Encéphalomyélite myalgique et Myofasciite à macrophages 
 
Afin de clarifier le chapitre traitant de la myofasciite à macrophages (MFM), il convient de 
définir ici quelques notions majeures. 
 
 

II.1. Encéphalomyélite myalgique/syndrome de fatigue chronique 
 

II.1.1. Dénomination 
 
L’encéphalomyélite myalgique ou syndrome de fatigue chronique (EM/SFC) est un syndrome 
invalidant dont l’origine reste incertaine (Wyller, 2007; Institute of Medicine Committee on 
the Diagnostic Criteria for ME/CFS, 2015). Le nom de cette condition, signifiant littéralement 
inflammation de la moelle épinière et du cerveau avec douleurs musculaires, a beaucoup 
évolué. Le terme encéphalomyélite myalgique a été utilisé pour la première fois par l’OMS et 
a été classé parmi les maladies neurologiques dans l’International Classification of Diseases 
de 1969. Le large éventail de symptômes présenté par les patients EM/SFC et décrit en 1969 
par Fukuda sous l’appellation « syndrome de fatigue chronique », a servi de base de 
diagnostic pour le CDC (Fukuda et al., 1994). Cependant, afin de ne pas stigmatiser les 
patients avec le terme de « fatigue » qui semble très bénin mais désigne en réalité une 
pathologie bien plus complexe et handicapante, il a été proposé de rassembler 
encéphalomyélite myalgique et syndrome de fatigue chronique sous le terme d’EM/SFC 
(Carruthers et al., 2003). En 2011, une nouvelle classification dérivée de la précédente 
abandonne le terme SFC et reconnait l’EM comme un problème de santé majeur chez les 
enfants (Crawley, Emond & Sterne, 2011). En 2015, l’Institute of Medicine suggère de 
remplacer « syndrome de fatigue chronique » par l’appellation plus précise « d’intolérance 
systémique à l’effort » (Institute of Medicine Committee on the Diagnostic Criteria for 
ME/CFS, 2015). Afin de limiter les confusions, nous utiliserons l’abréviation EM/SFC dans 
l’ensemble de ce manuscrit pour faire référence à ce syndrome. 
 
 

II.1.2. Diagnostic  
 
Les symptômes présentés par les patients EM/SFC comprennent un état d’épuisement 
chronique de cause inconnue, des douleurs musculo-squelettiques, des troubles du sommeil, 
des difficultés de concentration, des maux de tête et des troubles cognitifs pouvant conduire à 
une incapacité physique limitant l’autonomie (Fukuda et al., 1994; Reid et al., 2000; Cleare et 
al., 2015). Selon la classification de 2003, le diagnostic d’EM/SFC s’effectuait sur la présence 
concomitante de fatigue, malaise à l’effort, troubles du sommeil, myalgies et arthralgies 
depuis au moins 6 mois en association avec au moins deux manifestations neurologiques ou 
cognitives et un symptôme parmi les catégories suivantes : i) dysfonction autonomique, ii) 
altération neuro-endocrine et iii) trouble de l’immunité (Carruthers et al., 2003). La dernière 
classification en date inclut les quatre symptômes suivants ; i) intolérance à l’effort réduisant 
les possibilités d’activité, ii) malaise post-exercice, iii) sommeil non réparateur, iv) troubles 
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cognitifs et/ou intolérance orthostatique (Institute of Medicine Committee on the Diagnostic 
Criteria for ME/CFS, 2015). La multiplication des définitions plus ou moins convergentes 
indique clairement le manque de consensus sur la caractérisation et la classification de ce 
syndrome complexe. 
 
 

II.1.3. Une symptomatologie ambigüe en lien avec l’immunité et 
l’inflammation 

 
La caractérisation de l’EM/SFC est d’autant plus compliquée que de nombreux symptômes 
présentés par les patients sont communs à plusieurs conditions d’origine indéfinie telles que la 
fibromyalgie, le syndrome associé à la MFM, le syndrome du côlon irritable ou le syndrome 
de tachycardie postural orthostatique, entre autres (Aaron & Buchwald, 2001), pour revue, 
voir (Gherardi, Crépeaux & Authier, 2019). Les personnes atteintes de fibromyalgie 
présentent en effet les symptômes communs de myalgie, fatigue, maux de tête ainsi que des 
troubles de la mémoire, du sommeil et de la concentration. La concordance entre les deux 
conditions est telle qu’elles pourraient être une continuité pathologique avec une 
symptomatologie composée, à une extrémité du spectre, de plus de fatigue et à l’autre 
extrémité, de plus de myalgie, bien que cette hypothèse reste discutée (Aaron & Buchwald, 
2001). Le syndrome associé à la MFM se compose de symptômes très semblables (détaillés 
dans le chapitre II.2.2.) et plus de 70 % des patients MFM présentent l’ensemble des critères 
d’inclusion à l’EM/SFC (Aoun Sebaiti et al., 2018). Dans un autre registre, le syndrome du 
côlon irritable, le trouble intestinal le plus commun, est caractérisé par une gêne abdominale 
et des troubles du transit. Parmi les patients atteints par ce syndrome, 14 % présentent 
également une EM/SFC et réciproquement 35 à 90 % des patients EM/SFC présentent un 
syndrome du côlon irritable (Kim & Chang, 2012; Hausteiner-Wiehle & Henningsen, 2014). 
Le syndrome de tachycardie postural orthostatique est quant à lui caractérisé par une élévation 
anormale du rythme cardiaque lors du passage en position debout en lien avec un trouble du 
système nerveux autonome. Les patients présentant ce syndrome remplissent les critères de 
diagnostic de l’EM/SFC pour 64 % d’entre eux (Okamoto et al., 2012) et environ 40 % des 
patients EM/SFC souffrent de tachycardie posturale orthostatique (Schondorf et al., 1999). En 
conclusion, il semblerait que l’EM/SFC, dont la patho-physiologie reste inconnue et qui est 
diagnostiquée sur la base de sa seule symptomatologie, ne corresponde pas à une unique 
pathologie mais représente un spectre de maladies issues de différents processus 
patho-physiologiques convergeant vers un phénotype très similaire (Kennedy et al., 2006; 
Hickie et al., 2006; Bansal et al., 2012; Natelson, 2013). 
 
L’EM/SFC partage également des similitudes avec le syndrome de fatigue post-infection 
(Morris et al., 2016). Cependant l’absence de pathogène chez une partie des patients examinés 
(Navaneetharaja et al., 2016) suggère que les symptômes observés pourraient être causés par 
un panel assez large de déclencheurs à action adjuvante allant des pathogènes aux composés 
toxiques (Treib et al., 2000; Vermeulen & Scholte, 2003; Rosenblum, Shoenfeld & Amital, 
2011; Stejskal, 2014; Navaneetharaja et al., 2016). En effet, bien que peu comprise, 
l’hypothèse étiologique actuelle de l’EM/SFC repose sur un défaut individuel dans 
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l’élimination des pathogènes et composés toxiques à action immunostimulante (Rosenblum, 
Shoenfeld & Amital, 2011). Cette incapacité de régulation des stimulations pourrait conduire 
à l’épuisement du système immunitaire à long terme (Landay et al., 1991), ce que semble 
confirmer l’observation d’un niveau de cytokines élevé chez les patients EM/SFC durant 
plusieurs années avant un effondrement soudain (Hornig et al., 2015).  
 
Parmi les composés suspectés d’être à l’origine des symptômes observés, les particules d’Al 
utilisées comme adjuvants dans les vaccins sont des candidats sérieux pour des investigations 
supplémentaires (Shepherd, 2001). En effet, la persistance anormalement longue des 
particules d’Al dans le muscle, en association avec une importante quantité de cellules de 
l’immunité, forme une lésion musculaire caractéristique appelée myofasciite à macrophages, 
visible chez certaines personnes présentant les symptômes de l’EM/SFC (Gherardi et al., 
2001a; Authier et al., 2003; Rigolet et al., 2014; Santiago et al., 2015; Chkheidze et al., 
2017). Comme nous l’avons vu dans le paragraphe consacré à la neurotoxicité de l’Al étudiée 
chez l’animal (cf I.4.1.2.), l’Al administré sous diverses formes et par diverses voies peut être 
retrouvé au niveau cérébral, attestant le fait que le composé ne reste pas au niveau de la zone 
de pénétration dans l’organisme. Les particules d’Al prises en charge par les cellules de 
l’immunité peuvent en effet être déplacées vers des organes distants en conservant leur 
propriété immunostimulante (Khan et al., 2013). L’Al vaccinal agit donc sur le système 
immunitaire par son effet adjuvant et l’antigène adsorbé à sa surface lui confère les 
caractéristiques d’un pseudo-pathogène immunogène persistant (Rosenblum, Shoenfeld & 
Amital, 2011). Les particules d’Al peuvent, de plus, se lier à des produits indésirables lors de 
la préparation vaccinale, tels que l’ADN du papillomavirus (Lee, 2012) ou des protéines de 
levures (Offit & Jew, 2003), potentiellement dangereux (Rinaldi et al., 2013). 
 
La principale problématique de la longue persistance des particules d’Al dans l’organisme, 
outre leur action immuno-stimulante prolongée, réside dans leur capacité à atteindre des 
organes distants et à y exercer une activité toxique suggérée par plusieurs études (Wen & 
Wisniewski, 1985; Redhead et al., 1992; Sahin et al., 1994; Wang et al., 2013). En effet, la 
présence d’Al dans l’organisme produit une inflammation par l’activation de l’inflammasome 
NALP3 (Hornung et al., 2008). Cependant, de manière concordante avec l’EM/SFC, les 
patients MFM présentent un épuisement immunitaire caractérisé par un faible taux de 
cytokines circulantes IL-1β, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 et TGF-β mais une concentration 
élevée en cytokines CCL2 sur le long terme (Gherardi, Cadusseau & Authier, 2014). Cette 
modulation de l’inflammation pourrait jouer un rôle dans la survenue de troubles de la 
mémoire et de l’apprentissage étant donné l’importance, chez le rat, du système immunitaire 
dans la mise en place de ces processus par action sur la plasticité synaptique au niveau de 
l’hippocampe, particulièrement sensible à la neuro-inflammation (Min et al., 2009). Il est par 
ailleurs établi que l’injection d’adjuvants Al à des ratons nouveau-nés induit une réponse 
immunitaire orientée Th2 caractérisée par la production de IL-1β, IL-6 et du Facteur de 
nécrose tumoral (Tumor Necrosis Factor ; TNF-α) dans l’hippocampe modulant la plasticité 
synaptique (Li et al., 2015). Ce type d’activation immunitaire orientée Th2 a également été 
documentée dans le fluide cérébrospinal de patients EM/SFC (Hornig et al., 2016) laissant 
entrevoir le rôle clé de la réponse inflammatoire dans l’étiologie de ce syndrome. 
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II.2. La myofasciite à macrophages 
 
Dans ce chapitre, nous allons exposer plus en détail la MFM, nom donné à une lésion 
musculaire caractéristique (détaillée dans le paragraphe II.2.2.1.), témoignant d’une longue 
persistance de l’adjuvant aluminique dans les cellules immunitaires au niveau du site 
d’injection vaccinale. Cette lésion s’accompagne d’un syndrome associé présentant des 
symptômes correspondant au EM/SFC (Authier et al., 2003; Gherardi, 2016). Ces symptômes 
caractéristiques sont présentés par les patients MFM dans diverses proportions, 93 % de 
fatigue chronique, 88 % de douleur musculaire ou 57 % de douleur articulaire (Tableau 9 p. 
92), pour un total de 71 % des patients présentant l’ensemble des critères d’inclusion du 
EM/SFC (Aoun Sebaiti et al., 2018). Par conséquent, la MFM pourrait être envisagée comme 
un biomarqueur possible d’EM/SFC post-vaccinal, d’autant que la sur-activation immunitaire 
semble être un facteur fréquemment associé à l’EM/SFC (Glaser & Kiecolt-Glaser, 1998; 
Carruthers et al., 2003) et que la lésion musculaire de la MFM est immunologiquement active. 
L’hypothèse actuelle liant MFM et EM/SFC résulte de la combinaison d’une rétention longue 
de l’Al vaccinal dans le muscle injecté avec une action immunostimulante et inflammatoire, 
associée à une translocation lente des particules d’Al dans les cellules de l’immunité vers des 
organes distants comme le cerveau, à l’origine d’un EM/SFC post-vaccinal, manifestation 
principale du syndrome ASIA (décrit dans le paragraphe I.4.1.1.c) (Exley et al., 2009; 
Gherardi, Crépeaux & Authier, 2019).  
 
 

II.2.1. Découverte de la myofasciite à macrophages 
 

II.2.1.1. Historique 
 
La MFM, semblable à une myopathie inflammatoire acquise, a été observée pour la première 
fois à l’automne 1993 lorsque Michelle Coquet, experte en imagerie cellulaire, remarque la 
présence d’une grande quantité de macrophages dans une biopsie musculaire réalisée chez 
une infirmière souffrant de douleurs musculaires et articulaires invalidantes et d’une grande 
fatigue (Gherardi, 2016). La microscopie réalisée sur la biopsie musculaire a été montrée, 
comme une curiosité, à la Société Scientifique Française de Neuropathologie lors de la grande 
réunion annuelle de décembre 1993. Les amas de macrophages disposés en grande quantité 
entre les fibres musculaires et contenant des inclusions n’évoquent aucun cas connus aux 
sommités présentes mais suggèrent une infection, probablement d’origine bactérienne. En 
janvier 1994, une seconde observation de cette même lésion musculaire est faite sur un patient 
suivi pour des douleurs musculaires inexpliquées à l’hôpital Henri Mondor de Créteil, faisant 
passer cette observation du statut de curieux à celui de suspect.  
 
Faisant le lien avec la présentation de Michelle Coquet, les professeurs Romain Gherardi et 
François-Jérôme Authier, du service de neuropathologie de l’hôpital Henri Mondor, vont alors 
se plonger dans l’immense collection des cas répertoriés afin de ne pas qualifier d’inédite, une 
observation déjà décrite. La seule maladie dont les lésions correspondent à celles observées 
sur les coupes est la maladie de Whipple, liée à une infection généralement intestinale, causée 
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par une bactérie qui peut cependant diffuser à d’autres organes rendant l’observation 
musculaire curieuse mais plausible (Gherardi, 2016). Il faudra encore une année avant que le 
troisième cas ne soit observé, début 1995, rapidement suivi par un quatrième cas à Paris, un 
cinquième à Marseille, eux même suivis par d’autres dans toute la France (Gherardi, 2016). 
Dès lors différentes agences sanitaires telles que le CDC ou l’InVS seront prévenues de 
l’émergence d’une pathologie inconnue dont la cause reste incertaine, le germe suspecté 
refusant de se laisser observer.  
 
Il faudra attendre le 23 octobre 1998, après que Michelle Coquet ait demandé une analyse des 
biopsies par le centre d’étude nucléaire de Bordeaux-Gradignan pour que le coupable soit 
démasqué. Le rapport rédigé par le physicien Philippe Moretto explique que le spectre de 
diffraction des inclusions présentes dans le cytoplasme des macrophages n’est nullement 
d’origine bactérienne mais représentatif de l’AH dont la structure est cristalline, par 
opposition à la structure amorphe de l’AP (Gherardi, 2016). 
 
Surgit alors la question majeure de cette découverte, d’où provient cet Al ? Il est clairement 
entendu que l’Al observé est exogène car dans l’ensemble de la biosphère, aucun métabolisme 
n’intègre l’Al à ses fonctions biologiques (Exley, 2003). Afin de se protéger contre ce métal 
indésirable, notre organisme est doté de barrières protectrices limitant l’accès de l’Al (cf 
A.1.4.2.). Mais les patients dont les muscles contiennent de l’Al ne présentent aucune 
anomalie dans les dosages en Al sanguin ou urinaire réalisés suggérant des barrières saines. 
La présence d’Al dans leurs organismes ne serait donc pas due à une exposition 
environnementale par l’alimentation, l’eau ou par une exposition professionnelle (Gherardi, 
2016). Il faudra qu’à la lumière de ces nouvelles connaissances, le Pr Gherardi, ayant 
remarqué qu’une part non négligeable des patients présentent également des atteintes auto-
immunes, ne fasse des recherches dans l’encyclopedia of immunology (Delves & Roitt, 1998), 
pour découvrir que l’Al sous forme d’oxy-hydroxyde est utilisé comme adjuvant dans les 
vaccins… 
 
Bien sûr la présence d’AH dans les vaccins à elle seule ne prouve pas que cet Al soit 
responsable de la MFM. Cependant, après vérification des carnets de santé de l’ensemble des 
patients, il s’avère que 100 % des personnes atteintes de MFM ont été vaccinées dans les 
années précédant leur diagnostic (Gherardi, 2016). Un long travail de recherche a ensuite été 
nécessaire pour apprendre l’existence de 4 formes d’adjuvants à base d’Al (l’hydroxyde, 
l’oxy-hydroxyde, le phosphate et le sulfate d’hydroxy-phosphate d’Al parfois combinés entre 
eux) et dont seuls les deux premiers correspondent aux cristaux retrouvés dans les biopsies 
musculaires des patients MFM. La comparaison des vaccins reçus par les patients démontre 
que 100 % de patients atteints de MFM ont reçu dans le deltoïde (site des biopsies 
musculaires), un adjuvant aluminique dans les 10 années précédant leurs premiers symptômes 
cliniques (Gherardi, 2016). Le lien formel entre les adjuvants aluminiques et la MFM sera 
permis par les sciences fondamentales en testant l’hypothèse chez le rat. En effet, l’injection 
d’un quart de dose de vaccin Engerix B® contre l’hépatite B dans les pattes postérieures de 
rats induit une MFM dont les inclusions caractéristiques sont visibles en microscopie 
électronique (Gherardi et al., 2001b).  
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II.2.1.2. Une coïncidence malheureuse, un heureux hasard 
 
La découverte du lien entre adjuvants aluminique et MFM soulève bien des questions dans la 
mesure où ces composés sont utilisés depuis 1926 (cf I.2.1.) alors que la MFM n’a été décrite 
qu’en 1993. Cependant, un changement majeur dans la vaccination s’est produit au début des 
années 1990 avec le passage du mode de vaccination SC à la voie IM afin d’obtenir une 
meilleur réponse immunologique et de limiter les réactions indésirables telles que les nodules 
sous-cutanés. De plus, ce changement à l’échelle mondiale concorde avec la recommandation 
de vacciner contre l’hépatite B, un vaccin contenant de l’AH (Tableau 1 p. 33). Cette 
coïncidence malheureuse apporte une explication sur le moment d’émergence tardif de la 
MFM au regard de la longue période d’utilisation des adjuvants aluminiques (Gherardi, 
2016).  
 
Mais la description de la MFM comporte également sa part de chance car les probabilités 
d’observer l’infiltration caractéristique de macrophages dans le muscle sont relativement 
limitées. Qualifiée de maladie franco-française par les plus sceptiques, la MFM est en effet 
beaucoup plus susceptible d’être observée en France où un heureux hasard veut que la zone de 
vaccination, le muscle deltoïde, recommandé par l’OMS pour l’administration IM des vaccins 
au début des années 1990, soit également le site des biopsies musculaires, augmentant ainsi 
grandement les chances de visualiser la signature musculaire de la MFM. En effet, dans 
d’autres pays, les biopsies musculaires sont habituellement réalisées au niveau de la cuisse ou 
du biceps (Ragunathan-Thangarajah et al., 2013). De plus, la France est le pays avec la plus 
forte distribution de vaccins contre l’hépatite B avec une vaccination globale de la population 
adulte sans risque particulier entre 1994 et 1997 alors que d’autres pays de l’Union 
Européenne (UE) se sont focalisés sur les préadolescents et les populations à risque (Gherardi, 
2016). Il est donc grandement probable que la MFM soit présente dans tous les pays du 
monde mais que sa détection ne puisse se faire que dans les pays où les biopsies musculaires 
sont réalisées dans le deltoïde comme la France ou quelques rares pays dont les pathologistes 
ont été formés en France (OPECST, 2014a). Cependant, lorsque pour une raison ou une autre, 
la biopsie musculaire d’un patient est réalisée au niveau du site préalable d’injection 
vaccinale, la MFM peut être détectée hors de France comme le montrent les données 
disponibles aux États-Unis (Simpson, 2002; Theeler, Simper & Ney, 2008), en Corée du sud 
(Park et al., 2005), en Allemagne (Fischer, Reimann & Schröder, 2003; Bornemann et al., 
2004), en Australie (Shingde et al., 2005), en Irlande (Ryan et al., 2006), au Portugal (Polido 
Pereira et al., 2011) ou au Royaume-Uni (Shivane et al., 2012). Le Haut Conseil de Santé 
Publique reconnait d’ailleurs dans son rapport de 2013 que la MFM est rarement rapportée 
dans les autres pays car ces derniers ne réalisent pas les biopsies dans le deltoïde mais que 
« des biopsies du deltoïde seraient pratiquées dans les autres pays si la MFM était considérée 
comme une entité reconnue » (Haut Conseil de Santé Publique, 2013). Cette phrase reconnait 
implicitement qu’il n’est pas possible de trouver une lésion que l’on ne cherche pas. 
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II.2.2. Caractéristiques cliniques 
 
La MFM est définie comme étant la lésion musculaire spécifique attestant d’une persistance 
anormalement longue d’AH dans les macrophages présents sur le site d’injection suite à une 
vaccination. Cette lésion est composée d’un infiltrat inflammatoire de grands macrophages 
basophiles contenant des agrégats d’Al persistants et de cellules T, sans lésion des myofibres 
(Gherardi et al., 1998). Le syndrome associé à la MFM, dont le lien de causalité avec la lésion 
histologique n’est pas reconnu à ce jour par l’OMS (World Health Organization, 1999), est 
l’ensemble des symptômes présentés par les patients atteints de MFM. Il se compose de 
plusieurs troubles physiques et cognitifs correspondant au EM/SFC, dont la cause précise 
reste actuellement inconnue mais pourrait être une réaction immunitaire anormale à un agent 
infectieux ou toxique à l’origine d’une activation chronique de l’immunité (Landay et al., 
1991). Le pattern de symptômes exprimés par les patients MFM se compose en effet de 
fatigue chronique, myalgie, arthralgie, de troubles de la fonction motrice (Tableau 9 p. 92) et 
de troubles cognitifs (cf chapitre II.2.2.4.) indiquant une lésion du système nerveux (Rigolet et 
al., 2014; Aoun Sebaiti et al., 2017). L’examen initial de 53 patients par l’InVS en 
collaboration avec le Groupe de recherche sur les maladies musculaire acquises et 
dysimmunitaires (GERMMAD) décrit les symptômes de la MFM comme étant manifestés de 
manière équivalente pour les deux sexes avec des patients plutôt adultes de 45 ans et plus 
(Institut de veille sanitaire, 2001). L’accumulation des patients permet une analyse plus 
complète avec un âge médian des patients de 48 ans et un sex-ratio penchant du côté féminin 
(Tableau 9 p. 92) (Gherardi & Authier, 2003; Gherardi, 2016).  
 
L’association entre la MFM et le syndrome associé reste compliqué sur la base de données 
humaines dans la mesure où il n’est pas éthiquement envisageable de procéder à des biopsies 
musculaires de patients asymptomatiques afin d’y rechercher la présence d’Al musculaire. 
Cependant une analyse statistique démontre une forte association entre la MFM et les 
myalgies (90 % contre 44 % chez des patients atteints de myalgie sans MFM) (Gherardi et al., 
2001a) corroborant une précédente étude identifiant les myalgies et arthralgies comme effets 
indésirables de la vaccination contre l’hépatite B (McMahon et al., 1992). La comparaison de 
patients myalgiques vaccinés présentant ou non une MFM montre des différences importantes 
entre les deux groupes. Les patients MFM souffrent rarement de fibromyalgie et présentent 
des signes (altérations des potentiels évoqués) évoquant une démyélinisation du SNC 
(Ragunathan-Thangarajah et al., 2013) suggérant une association réelle des mylagies avec la 
lésion musculaire. L’association de fatigue chronique à la lésion musculaire est également 
avérée par l’étude cas-témoin menée par l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des 
Produits de Santé révélant un symptôme plus fréquent et plus sévère chez les patients avec 
MFM par rapport aux patients sans (AFSSAPS, 2003). Les altérations cognitives démontrées 
par des tests suggèrent une détérioration cortico-souscorticale stables dans le temps (Passeri et 
al., 2011) influant sur la mémoire visuelle, la mémoire de travail et l'écoute dichotique 
(Couette et al., 2009). Comparé à des patients atteints de maladies douloureuses, les patients 
MFM présentent des déficits cognitifs plus graves avec des troubles neuropsychologiques 
comparables aux pathologies inflammatoires ou toxiques comme la sclérose en plaque, les 
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infections au virus de l’immunodéficience humaine et au virus de l’hépatite B ou l’exposition 
chronique à l’Al (Couette et al., 2009). 
 
 

II.2.2.1. Lésion histologique et durée de persistance de l’aluminium 
 
La lésion musculaire de la MFM est observable après une unique injection IM d’un vaccin 
aluminique chez le rat (Authier et al., 2006), le singe (Verdier et al., 2005) et la souris (Khan 
et al., 2013). Chez l’Homme, cette lésion pathognomonique, observée en microscopie 
optique, se distingue par la présence de macrophages envahissant l’épimysium entourant le 
muscle, le périmysium entourant chaque faisceau de fibres et de manière dominante dans 
l’endomysium entourant chaque myocyte ou fibre musculaire (Figure 5). Les macrophages 
cohésifs, entourant des fibres musculaires intactes et sans trace de nécrose, ont un large 
cytoplasme basophile contenant des inclusions cytoplasmiques de taille micronique ou 
sub-micronique (Figure 6) positives à la coloration à l’acide périodique de Schiff (PAS+) 
(Figure 7). Des lymphocytes CD8+ sont toujours présents dans le voisinage des 
macrophages. L’observation de l’ultrastructure des inclusions cytoplasmiques osmiophiles 
(avec une fixation de l’osmium du tétroxyde d’osmium) des macrophages en microscopie 
électronique présente une organisation en pelotes de spicules de 1 à 2 nm de large sur 60 à 
120 nm de long typique de l’AH (Figure 8-11) dont certaines, entourées d’une membrane 
(Figure 10), pourraient provenir d’une vacuole de phagocytose ou du lysosome (Shivane et 
al., 2012; Kim et al., 2020). L’observation de cette lésion est exclusive aux muscles deltoïde 
et n’a jamais été observée à distance du site d’injection vaccinal (Coquet, 2008; Kim et al., 
2020). 
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Figure 5 : Observation d’une biopsie musculaire humaine après coupe en paraffine et 
coloration Hématéine-Eosine (HE) 

Reproduction de la figure originale 1A de Gherardi et al., (2001a). Le fascia contigu aux 
fibres musculaires est infiltré par des amas de macrophages basophiles. X 100. 

 
 
 

 
 

Figure 6 : Observation d’une biopsie musculaire humaine après coupe et coloration 
Hématéine-Eosine (HE) 

Reproduction de la figure originale 1B de Gherardi et al., (2016). Le cytoplasme des 
macrophages contient des inclusions granuleuses (flèches). 
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Figure 7 : Observation d’une biopsie musculaire humaine après coupe en paraffine et 
coloration PAS 

Reproduction de la figure originale 1F de Gherardi et al., (2016). Les macrophages sont 
remplis d’inclusions granuleuses PAS+. 

 
 
 

 
 

Figure 8 : Observation d’un macrophage contigu aux fibres musculaires en microscopie 
électronique  

Reproduction de la figure originale 2A de Gherardi et al., (2001a). Le cytoplasme est rempli 
d’inclusions osmiophiles. Barre d’échelle : 10 µm. 
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Figure 9 : Observation à fort grossissement de l’organisation spiculaire des inclusions 
cytoplasmiques des macrophages 

Reproduction de la figure originale 2B de Gherardi et al., (2001a). Barre d’échelle : 0,5 µm. 
 

 
 

 
 

Figure 10 : Observation des inclusions cytoplasmiques des macrophages en microscopie 
électronique à balayage 

Reproduction de la figure originale 1, h de Shivane et al., (2012). Une membrane entoure en 
partie l’inclusion observée (flèches rouges). 
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Chez le rat, l’injection de vaccin dirigé contre l’hépatite B (genHevac®), correspondant au 
type de vaccin administré à 84 % des patients MFM, conduit à la formation d’une lésion 
musculaire spécifique de la MFM en 21 jours (Gherardi et al., 2001a). Cette lésion reste 
visible 12 mois après l’injection, avec cependant une taille de lésion variable en fonction du 
fond génétique des individus puisque les rats Lewis présentent des lésions musculaires moins 
importantes que les rats Sprague-Dawley au bout d’une année (Authier et al., 2006). La 
différence chez le rat pourrait être expliquée par une réponse immunitaire naturellement 
orientée Th1 chez le rat Lewis avec la production plus importante de lymphocytes T 
cytotoxiques. Cette observation laisse supposer que des variations d’ordre génétique dans la 
balance immunitaire Th1/2 pourraient interférer dans le mécanisme d’élimination des 
adjuvants aluminiques et sur leur durée de persistance dans le muscle injecté. Chez le singe 
cynomolgus (Macaca fasciculata) ayant reçu un vaccin diphtérie-tétanos adjuvé sur AH ou 
sur AP, la lésion musculaire est retrouvée pour les deux adjuvants trois mois après injection, 
mais avec une durée de persistance plus importante pouvant atteindre un an dans le cas de 
l’AH (Verdier et al., 2005) prouvant ainsi l’origine vaccinale de la MFM et sa persistance 
musculaire plus longue que celle initialement attendue. 
 
Il a longtemps été admis que les adjuvants assuraient une réponse immunitaire durable en 
formant un dépôt libérant lentement les antigènes par dissolution dans les acides faibles du 
milieu interstitiel (Flarend et al., 1997; Shi, HogenEsch & Hem, 2001). Ces anciennes études 
présentent pourtant de nombreux biais méthodologiques (Masson et al., 2018) et nous savons 
désormais que ce dépôt n’est pas nécessaire pour obtenir une bonne production d’anticorps 
puisque l’ablation du site d’injection ne change pas la réponse immunitaire obtenue 
(Hutchison et al., 2011) et que les antigènes sont pris en charge et éliminés du site d’injection 
en quelques heures (Gupta et al., 1996). De plus, les adjuvants sont avidement absorbés par 
les cellules phagocytaires (Gherardi et al., 2001a; Morefield et al., 2005) et persistent plus ou 
moins longtemps au niveau du site d’injection. Internalisé dans les cellules immunitaires, l’Al 
persiste sous forme particulaire dans les tissus expliquant de facto pourquoi les taux sériques 
d’Al des patients MFM restent compris dans les valeurs seuil (Gherardi et al., 2001a) bien que 
la mesure d’excrétion urinaire démontre la surcharge d’Al chez les patients MFM vaccinés 
atteints de EM/SFC (Exley et al., 2009). Chez le tiers des patients MFM, un taux plasmatique 
élevé de créatine kinase peut être détecté, parfois avec un retour à la normale et généralement 
lié au processus de myonécrose suggérant une autre atteinte musculaire comme la myopathie 
inflammatoire/dysimmunitaire (Rigolet et al., 2014). 
 
La durée médiane de persistance des adjuvants aluminiques chez les patients MFM est de 
65 mois (Cadusseau et al., 2014). Cette durée est considérée comme anormalement longue 
quand elle dépasse 18 mois après la dernière vaccination (Gherardi et al., 2015). Cependant, 
la durée réelle de persistance des adjuvants chez l’Homme reste inconnue en dehors des 
personnes biopsiées, et impossible à collecter en l’absence d’imagerie fiable et non invasive 
pour repérer les lésions de MFM (Rigolet et al., 2014). Sachant que l’Al persiste dans 
l’organisme sur une durée potentiellement longue, certains auteurs ont qualifié de « tatouage 
vaccinal », une présence inerte d’Al normale à la suite d’une vaccination (Papo, 2003; 
Siegrist, 2005). Néanmoins, cette idée semble erronée dans la mesure où : i) la lésion de MFM 
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n’est pas retrouvée chez l’ensemble des personnes biopsiées (Ragunathan-Thangarajah et al., 
2013), ii) les analyses histologiques démontrent que ces lésions sont immunologiquement 
actives (Gherardi et al., 2001a) et iii) l’injection IM de vaccin ou d’adjuvant Al s’accompagne 
chez l’animal, d’une diffusion de l’Al dans l’organisme jusqu’à la moelle épinière et le 
cerveau (Flarend et al., 1997; Khan et al., 2013; Luján et al., 2013; Eidi et al., 2015; 
Crépeaux et al., 2017; Weisser et al., 2019). 
 
 

II.2.2.2. Douleurs musculo-squelettiques 
 
Les symptômes associés à la MFM se développent lentement mais dès la première description 
du syndrome, la myalgie a été rapportée comme l’un des symptômes majeurs de la MFM. Ces 
myalgies touchent 88 % des patients (Tableau 9) et apparaissent généralement suite à un 
effort physique, loin du site de vaccination, dans les membres inférieurs, avant de gagner 
progressivement le haut du corps, les muscles paravertébraux et devenir diffuses (Gherardi & 
Authier, 2003). Les myalgies représentent le seul trouble fonctionnel chez une minorité de 
patients alors qu’une autre, plus limitée, présente comme seul trouble fonctionnel une 
arthralgie (Rigolet et al., 2014). Les douleurs de la colonne vertébrale, du dos et de 
l’ensemble des articulations sont très communes et généralement retrouvées associées avec 
d’autres troubles. L’arthromylagie combinant les douleurs musculaires et articulaires est très 
commune chez les patients MFM et la douleur, présente dès le réveil, est accentuée par les 
efforts physiques et l’activité quotidienne, entrainant un handicap non négligeable (78 % des 
patients ne travaillent plus, 18 % ont un travail à temps partiel et la plupart renoncent à tout 
forme de vie sociale tant ces douleurs sont invalidantes). 
 
L’examen musculaire par électromyogramme se révèle de type myopathique chez moins de la 
moitié des patients (Gherardi et al., 2015). D’importantes différences existent avec les 
contrôles souffrant de myalgies sans MFM : les patients MFM souffrent rarement de 
firbomyalgies (points sensibles définis, présents chez 55,5 % des contrôles contre 16,5 % des 
patients MFM) mais présentent des potentiels évoquant une démyélinisation du SNC 
(Ragunathan-Thangarajah et al., 2013).  
 
 

II.2.2.3. Fatigue Chronique dans la MFM 
 
La fatigue chronique est le symptôme le plus présent dans le syndrome lié à la MFM avec 
93 % des patients touchés (Tableau 9 p. 92). Bien que le terme fatigue soit extrêmement 
commun dans la langue française, il convient ici de lui attribuer sa juste définition car la 
fatigue chronique associée à la MFM ne correspond en rien à l’état d’épuisement passager 
ressenti après une longue période d’activité ou un léger manque de sommeil mais à une réelle 
condition neurologique d’épuisement retrouvé dans le EM/SFC (Gherardi, 2016). En ce sens, 
le terme très anodin de « fatigue » nuit aux patients car elle laisse supposer un état passager de 
manque d’énergie alors qu’elle se manifeste en réalité par un état d’épuisement chronique, 
persistant et non amélioré par le repos, associé à des inflammations au niveau du cerveau et de 
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la moelle épinière et à des douleurs musculaires. La fatigue chronique est également un 
symptôme débilitant capable d’affecter les activités quotidiennes des patients ainsi que leur 
humeur, leur mémoire ou leur fonctionnement cognitif. Ainsi, la fatigue chronique est 
considérée présente plus de 50 % du temps chez 63 % des patients MFM, affectant les 
activités de 80 % d’entre eux et affectant les capacités physiques et mentales de 53 % des 
patients sans être améliorée par le sommeil pour 47 % des cas (Tableau 9 p. 92). La fatigue 
chronique peut quelquefois être l’unique symptôme et apparaitre plusieurs mois avant les 
douleurs musculo-squelettiques.  
 
 

II.2.2.4. Troubles cognitifs 
 
Les patients MFM se plaignent fréquemment de perte de mémoire, de cerveaux « brumeux » 
et de sautes d’humeur. Si les douleurs, l’état de fatigue chronique ou les syndromes 
dépressifs, généralement retrouvés chez les patients en errance de diagnostic, sont connus 
pour entrainer un déficit des performances cognitives et intellectuelles, les troubles cognitifs 
associés à la MFM sont un élément spécifique de cette dernière (Couette et al., 2009; Passeri 
et al., 2011) en particulier les troubles de l’attention et de la concentration. Ces troubles 
généralement sévères, touchant plus de la moitié des patients, sont des atteintes 
neuropsychologiques quantifiables non corrélés à la douleur, la fatigue, la dépression ou la 
durée de la maladie (Couette et al., 2009; Passeri et al., 2011; Rigolet et al., 2014). Les 
troubles cognitifs associés à la MFM sont relativement similaires à ceux décrits dans d’autres 
pathologies impliquant une atteinte neurologique d’origine inflammatoire tels que les 
scléroses en plaques ou les infections chroniques notamment par le virus de l’hépatite C 
(Aoun Sebaiti et al., 2017). Le profil cognitif des patients MFM, dressé par comparaison avec 
des patients atteints d’autres formes de douleurs chroniques telles que l’arthrite, combine un 
syndrome dysexecutif, une perte de mémoire et des signes de déconnection inter 
hémisphérique suggérant des détériorations cortico-souscorticales influant sur la mémoire 
visuelle, la mémoire de travail et l’écoute dichotique (Couette et al., 2009). Ces troubles très 
handicapants et non corrélés aux autres symptômes semblent stables dans le temps malgré une 
certaine hétérogénéité dans la réplication des résultats (Passeri et al., 2011).  
 
Une batterie de tests évaluant la mémoire à court et long terme, les fonctions exécutives, 
l’attention ou l’écoute dichotique a permis de classer les patients MFM en 4 groupes distincts 
(Aoun Sebaiti et al., 2017) : 
- le premier groupe comprend les patients sub-symptomatiques présentant des performances 
non pathologiques à l’ensemble des tests excepté une faiblesse de l’attention sélective 
visuelle ;  
- le groupe fronto-sous-cortical désigne les patients présentant des scores inférieurs pour les 
tests des fonctions exécutives et de l’attention ;  
- le groupe papézien comprend les patients présentant des troubles du stockage, de la 
reconnaissance et de la fonction de consolidation de la mémoire verbale épisodique en 
supplément des troubles présentés par le groupe fronto-sous-cortical ; 
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- le quatrième groupe présente en plus des troubles du groupe papézien, une extinction de 
l’audition de l’oreille gauche à l’écoute dichotique.  
 
Chaque groupe présente des caractéristiques propres comme une atteinte plus sévère de la 
mémoire associée à un âge plus avancé et un état dépressif plus important dans le groupe 
papézien (Aoun Sebaiti et al., 2017). D’autre part, certaines des atteintes cognitives 
retrouvées chez les patients MFM telles que les altérations de la mémoire visuelle, la mémoire 
de travail ou les troubles de l’attention/concentration, ont déjà été caractérisées chez des 
patients hémodialysés fortement exposés à l’Al (Bolla et al., 1992), des personnes ayant 
accidentellement consommé une eau contaminée au sulfate d’Al (Laskus et al., 2005) ou des 
travailleurs des fonderies (Polizzi et al., 2002) et ne sont pas améliorées par les traitements 
médicamenteux (Passeri et al., 2011).  
 
L’utilisation de la tomographie par émission de positrons (TEP), une technique d’imagerie 
médicale nucléaire, a permis de visualiser des défauts dans le métabolisme du glucose au 
niveau des lobes occipital et temporal ainsi que dans le système limbique, le cervelet 
(impliqué dans les processus cognitifs et les fonctions exécutrices) et le cortex pariétal chez 
des patients MFM (Van Der Gucht et al., 2015; 2016; 2017; Sahbai et al., 2019). Cette 
technique serait plus discriminante qu’une simple imagerie par résonance magnétique (IRM) 
généralement normale chez les patients MFM et non corrélée aux troubles cognitifs présentés 
par ces patients (Aoun Sebaiti et al., 2017). L’hypométabolisme du glucose dans les zones 
cérébrales précitées pourrait agir sur le système lymbique (amygdale, hippocampe et gyrus 
cingulaire) qui joue un rôle important dans le stockage et la consolidation de la mémoire à 
long terme via le circuit de Papez (Papez, 1937; Milner, Corkin & Teuber, 1968; Zola-
Morgan, Squire & Amaral, 1986; Eichenbaum, 2000).  
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Tableau 9 : Caractéristiques cliniques des patients atteints de MFM 
Données (Gherardi, 2016) adaptées de (Gherardi & Authier, 2003) et actualisées selon (Aoun 

Sebaiti et al., 2018) pour la présence de Syndrome de Fatigue Chronique 
 

Âge moyen (écart) 
48 ans 
(19-77) 

Sex-ratio (M/F) 0,72 

Antécédent de vaccination aluminique (%) 

 Hépatite B 

 Hépatite A 

 Tétanos 

 Nombre de doses 

 Délai médian entre vaccination et biopsie (écart) 

 Délai moyen entre vaccination et premiers symptômes (écart) 

100 

 84 

 19 

 58 

 1-9 

 53 mois (3-98) 

 7 mois (0,5-84) 

Fatigue chronique (%) 
 Entrainant une limitation des activités antérieures 

 Présente > 50 % du temps 

 Affectant le fonctionnement physique et mental 

 Non améliorée par le repos 

 Associée à des troubles du sommeil 

 Sommeil non réparateur 

 Troubles de l’humeur 

 Troubles de mémoire subjectifs 

 Céphalées 

 Syndrome de fatigue chronique (critères Oxford 1991 ou CDC 1994) 

93 

 80 

 63 

 53 

 43 

 53 

 47 

 53 

 50 

 47 

 71 

Myalgies (%) 

 Délai médian entre vaccination et myalgies (écart) 

 3 mois 

 1 an 

 2 ans 
Localisation initiale 

 Membres inférieurs 

 Membres supérieurs 

 Diffuse 
Localisation au moment de la biopsie 

 Membres inférieurs 

 Membres supérieurs 

 Diffuse 

 Elévation des Créatines Phosphokinase 

 Présence de points-gachettes douloureux 

 Fibromyalgie (selon l’American College of Rheumatology 1990) 

88 

 11 mois (0-72) 

 30 

 61 

 80 

 

 62 

 27 

 10 

 

 30 

 5 

 65 

 29 

 8 

 0 

Autres manifestations (%) 

 Arthralgies 

 Dyspnée (essoufflement) 

 Troubles digestifs 

 Troubles urinaires 

 Fièvre 

 Perte de poids 

 Vitesse de sédimentation > 40 mm/h 

 

 57 

 51 

 30 

 21 

 20 

 17 

 14 

Maladies auto-immunes associées (%) 

 Sclérose en plaques 

 Thyroïdite d’Hashimoto 

 Myosite, polyarthrite rhumatoïde, syndrome de Sjögren 

19 

 9 

 3 

 7 
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II.2.3. Anomalies immunologiques et MFM 
 

II.2.3.1. Observations 
 
Les analyses biologiques des patients MFM montrent la présence inconstante d’anomalies 
immunologiques avec une augmentation particulière du nombre de lymphocytes B circulants 
et la présence d’auto-anticorps anti-nucléaires et anti-phospholipides (Gherardi et al., 2001b; 
Chérin et al., 2008). Dix-neuf pourcent des patients souffrent d’une maladie auto-immune 
définie au moment du diagnostic incluant la sclérose en plaque, la thyroïdite auto-immune, la 
myosite à inclusion, la dermatomyosite, l’arthrite rhumatoïde ou le syndrome de Sjögren 
(Authier et al., 2001; Chérin et al., 2001; Gherardi & Authier, 2003; Lazaro et al., 2005; 
Israeli et al., 2011). En tant que puissant activateur du système immunitaire, retenu sur le site 
d’injection des vaccins, l’Al pourrait produire une activation immunitaire prolongée, 
potentiellement à l’origine des arthralgies et du EM/SFC (Landay et al., 1991; Agmon-Levin 
& Shoenfeld, 2008). Sans être un réel indicateur du EM/SFC, les stimulations immunitaires 
prolongées sont généralement associés à une importante production de cytokines pro-
inflammatoires incluant les IL-1β, IL-6, TNF-α et le facteur de stimulation des macrophages 
(Aggarwal & Puri, 1995; Dinarello, 1996; Komaroff & Buchwald, 1998; Wessely, Hotopf & 
Sharpe, 1999). Par comparaison avec des sujets témoins, les patients MFM présentent un 
important taux sérique de MCP1/CCL2 sans élévation particulière (et plutôt une diminution) 
d’autres cytokines. Cette observation contraste avec les patients inflammatoires présentant un 
taux stable de MCP1/CCL2 mais des productions importantes en cytokines pro-
inflammatoires (Cadusseau et al., 2014) et a initié la recherche de troubles génétiques sur le 
gène CCL2 chez les patients MFM, pouvant permettre d’expliquer pourquoi ces patients 
seraient plus sensibles à la présence d’Al. 
 
 

II.2.3.2. Des facteurs de susceptibilité individuelle ? 
 
En 1999, l’OMS écrivait que l’hypothèse plausible de l’origine de la lésion de MFM « serait 
l’existence d’un groupe de sujets chez lesquels l’élimination de l’aluminium présent dans le 
deltoïde se ferait difficilement [bien que l’on ne sache] pas encore si ce phénomène 
correspond à une dysfonction des macrophages qui serait génétique ou acquise, ou s’il s’agit 
de la queue de la distribution normale qui décrit la cinétique d’élimination de l’aluminium et 
la réponse tissulaire locale à cet élément dans la population générale » (World Health 
Organization, 1999). 
 
D’un point de vue mathématique et statistique, si la lésion de MFM était « la queue de la 
distribution normale », la probabilité de détecter cette lésion devrait être d’autant plus élevée 
que la durée entre la dernière vaccination et la biopsie est courte. Or, le pic de mise en 
évidence de MFM se situe 4 à 5 ans après la dernière vaccination, contredisant de fait cette 
hypothèse (Rigolet et al., 2014). Reste donc la seconde piste évoquée par l’OMS, l’existence 
d’une prédisposition génétique ou acquise, chez les patients MFM, perturbant l’élimination de 
l’Al via un défaut dans le mécanisme de prise en charge naturel de l’Al par les cellules 
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immunitaires. Or, la faible prévalence de la maladie, associée à des cas de MFM familiaux, 
fait penser, comme le suggère l’OMS, que des facteurs génétiques de prédisposition 
individuels pourraient exister (Amoura et al., 2000; Guis et al., 2002a; 2002b; Nevo et al., 
2004). D’autant plus que les données expérimentales obtenues chez l’animal montrent que le 
fond génétique des animaux semble être un facteur clé de la durée de persistance du 
granulome post vaccinal (Authier et al., 2003) ou de la réponse du SNC à un défi immunitaire 
périphérique au cours du développement (Bruce et al., 2019) et que certains des patients 
appartiennent au groupe HLA-DRB1*01 associé à un risque accru de développer des 
maladies auto-immunes (Guis et al., 2002b). Une analyse génétique focalisée sur 
4 polymorphismes nucléotidiques simples ou single nucleotide polymorphism (SNP) dans la 
séquence du gène CCL2 de 252 patients MFM et 516 témoins a révélé que l’haplotype AG du 
palindrome de substitution nucléotidique rs3760396C était associée à un risque accru de 
développer la MFM (Khan et al., 2013). Bien que 94 patients présentant cet haplotype ne 
présentaient pas d’anomalie dans le gène CCL2, il est intéressant de constater que pour les 
autres patients, l’allèle rs3760396C est associé à un fort niveau d’expression de MCP1/CCL2 
in vitro (Nyquist, Zhang & De Graba, 2010) rappelant ainsi les observations faites in vivo 
(Cadusseau et al., 2014). De plus, des défauts génétiques mineurs dans les mécanismes 
cellulaires d’élimination des particules tels que l’autophagie (Sridhar et al., 2012) pourraient 
contribuer à la biopersistance des particules d’Al et expliquer la présence intracellulaire des 
adjuvants au même titre que les pathogènes dans le cas de la maladie de Crohn (Brest et al., 
2011). 
 
Cependant, l’hypothèse d’une difficulté d’élimination acquise n’est pas à exclure. En effet, 
l’autophagie, décrite plus en détail dans la partie III., en particulier sa forme spécifique la 
xéno-autophagie, est l’un des principaux mécanismes de défense permettant d’envelopper et 
de dégrader les pathogènes intracellulaires mais également les particules inertes exogènes 
pouvant être sujettes à la phagocytose/endocytose (Stern, Adiseshaiah & Crist, 2012). Or, il 
convient de rappeler ici que les cristaux d’Al ont majoritairement été observés au niveau 
intracellulaire avec la présence ponctuelle de membranes entourant ces amas et pouvant faire 
penser aux membranes des vacuoles de phagocytose ou du lysosome. L’autophagie au sens 
large, incluant la phagocytose associée à LC3 ou LC3 associated phagocytosis (LAP) est le 
principal instrument de solubilisation et d’élimination de l’Al internalisé dans les cellules de 
l’immunité (Sabella et al., 2014; Chatterjee, Sarkar & Bhattacharya, 2014). Cependant, en 
tant que particules cristallines probablement toxiques pour les membranes, les adjuvants 
aluminiques pourraient déclencher une inflammation susceptible de perturber leur propre voie 
d’élimination par liaison systématique à la bicouche lipidique des membranes et perturbation 
de l’action des lysosomes impliqués dans la dégradation des matériaux absorbés par 
endocytose, phagocytose ou autophagocytose (Hornung et al., 2008; Kang & Locksley, 2009; 
Flach et al., 2011; Shi, 2012; Lima et al., 2013). Une perturbation de ce mécanisme par l’Al 
lui-même conduirait ainsi à l’accumulation de particules aluminiques, protégées de l’acidité 
des lysosomes et les hydrolases acides qu’ils contiennent, seuls facteurs susceptibles de 
solubiliser l’Al. La présence continue de particules d’Al dans le cytoplasme des macrophages 
conduirait alors à la génération d’un important stress oxydant menant à une inflammation 
prolongée (Danielsson, Sandberg & Eriksson, 2017). Cette dernière finissant par produire un 
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épuisement ou burn-out du système immunitaire passant alors en résilience, expliquant la 
présence d’un important taux de MCP1/CCL2 sans présence de cytokines pro-inflammatoires 
chez les patients MFM. 
 
Enfin, si les hypothèses d’une susceptibilité d’origine génétique et d’origine 
environnementale semblent également plausibles, il est également envisageable que l’origine 
de la MFM soit la résultante de l’interaction entre génétique et environnement. Il est en effet 
vraisemblable que des défauts génétiques mineurs soient présents chez les patients MFM sans 
causer de dysfonction dans la prise en charge des pathogènes et xénobiotiques naturels mais 
que le challenge induit par la présence d’Al d’origine vaccinale soit trop important et agisse 
comme déclencheur, révélant ainsi l’intolérance sous-jacente des patients MFM à l’Al.  
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Résumé d’étape : 
 
Dans la partie précédente consacrée à l’encéphalomyélite myalgique ou syndrome de fatigue 
chronique et à la myofasciite à macrophages, nous avons exposé les points suivants : 
 
• L’EM/SFC est un syndrome invalidant d’origine inconnue dont la définition reste encore 
établie sur des critères purement cliniques. 
 
• Les symptômes présentés par les patients sont multiples et chevauchant avec d’autres 
conditions. 
 
• La réponse immunitaire et inflammatoire semble être un facteur clé dans l’étiologie de 
l’EM/SFC. 
 
• La MFM se caractérise par la persistance d’Al d’origine vaccinale au niveau d’une lésion 
musculaire, accompagnée de symptômes concordants avec l’EM/SFC : 
 - douleurs musculaires et articulaires réduisant les possibilités d’activité, 
 - fatigue intense non améliorée par le repos, 
 - troubles cognitifs affectant l’attention, la mémoire, les fonctions exécutives, ou 
l’écoute, 
 - 71 % des patients atteints de MFM ont un diagnostic établi d’EM/SFC. 
 
• L’Al d’origine vaccinale peut être déplacé au sein de l’organisme et moduler l’immunité 
et l’inflammation via un possible défaut d’élimination, inné ou acquis, commun à 
l’ensemble des composés exogènes à action adjuvante. 
 
• Une possible sur-inflammation conduisant finalement à l’épuisement du système 
immunitaire est envisagée pour expliquer les symptômes observés. 
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III. L’autophagie 
 

III.1. Généralités 
 
Le terme autophagie, initialement décrit par Christian de Duve (De Duve, 1963) et dérivé du 
grec ancien signifiant « se manger soi-même », est un terme générique pour désigner un 
processus cellulaire catabolique dans lequel des composants intracellulaires tels que des 
organelles ou des protéines défectueuses sont dégradées par action des hydrolases acides 
contenues dans le lysosome. Il existe trois grands types d’autophagie décrits dans la 
littérature : la microautophagie, l’autophagie conduite par des protéines chaperonnes et la 
macroautophagie. 
 
- La microautophagie est caractérisée par l’invagination de la membrane lysosomale qui 
vient alors séquestrer une partie du cytoplasme dans l’enceinte du lysosome afin d’assurer sa 
dégradation (Marzella, Ahlberg & Glaumann, 1981; Mijaljica, Prescott & Devenish, 2011; Li, 
Li & Bao, 2012). 
- L’autophagie conduite par des protéines chaperonnes correspond à l’internalisation directe 
de protéines altérées au travers de la membrane lysosomale. Cette internalisation est aidée par 
les protéines chaperonnes liant des séquence pentapéptidiques KFERQ localisées sur les 
protéines altérées pour les conduire vers des protéines canal de la membrane lysosomale 
(Dice, 1988; Kaushik & Cuervo, 2012). 
-  La macroautophagie est quant à elle caractérisée par la formation d’une vésicule à double 
membrane intracytoplasmique appelée autophagosome qui vient se développer autour des 
composés cytoplasmiques indésirables (Mizushima et al., 2001). L’autophagosome fusionne 
ensuite avec un lysosome pour former un autophagolysosome ou autolysosome dans lequel 
les enzymes lysosomales, les hydrolases acides, vont détruire les composés séquestrés (Levine 
& Kroemer, 2019). On peut noter que l’autophagosome peut également fusionner avec un 
endosome pour former un amphisome et lier ainsi l’endocytose et l’autophagie (Berg et al., 
1998). 

 
Ces trois formes d’autophagie sont complémentaires et permettent un recyclage permanent 
des composés cellulaires dans le but de maintenir l’homéostasie cellulaire en régulant la 
composition du cytoplasme par destruction des pathogènes, protéines ou organites obsolètes 
et composés néfastes, toxiques ou autre potentiellement internalisés par les cellules (Stern, 
Adiseshaiah & Crist, 2012). Dans le reste du document, nous nous sommes focalisés sur le 
mécanisme de macroautophagie que nous appellerons autophagie, en tant que régulateur lors 
de la présence de pathogènes ou de composés toxiques. 
 
Indispensable au bon fonctionnement cellulaire par son action de maintien de l’homéostasie, 
l’autophagie peut également être activée ou surexprimée dans certaines conditions de stress, 
un stress métabolique en cas de déficit en acides aminés ou en facteurs de croissance, un 
stress hypoxique en cas d’apport d’oxygène insuffisant ou un stress visant le réticulum 
endoplasmique (Klionsky et al., 2016; Yin et al., 2017). L’autophagie est également un acteur 
impliqué dans la dégradation des pathogènes et la présentation des antigènes aux cellules 
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dendritiques, ainsi qu’un régulateur de la réponse inflammatoire et oxydante. Dans ce 
contexte, une perturbation de 
nombreuses pathologies telles que les cancers, les maladies neuro
maladies inflammatoires (Levine & Kroemer, 2019)
que les macrophages, cellules en charge d’éliminer les pathogènes et autres composés 
toxiques de notre organisme, sont capables d’internaliser les particules aluminiques dans des 
vésicules retrouvées co-localisées
Exley, 2016) suggérant par conséquent qu’une déficience dans l’une des étapes de ce 
mécanisme pourrait être à l’origine de la rétention prolongée d’aluminium chez les p
atteint de MFM (cf chapitre II.
 
 

III.2. Le processus autophagique
 
Le processus autophagique se compose de plusieurs étapes clés que sont l’initiation ou la 
formation des autophagosomes, l’élongation des autophagosomes 
l’autophagosome avec un lysosome pour la dégradation et le recyclage du cargo
L’autophagie est régulée par plus de 30 gènes appelés gènes 
l’évolution des eucaryotes.  
 
 

 
 

Figure 11 : Schéma du processus autophagique, adaptation de 
 
p62 : SQSTM1/p62 ; PE : phosphatidylethanolamine
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ainsi qu’un régulateur de la réponse inflammatoire et oxydante. Dans ce 
une perturbation de l’autophagie est reconnue comme étant impliquée dans de 

nombreuses pathologies telles que les cancers, les maladies neuro-dégénératives et les 
(Levine & Kroemer, 2019). De plus, l’expérimentation nous apprend 

que les macrophages, cellules en charge d’éliminer les pathogènes et autres composés 
toxiques de notre organisme, sont capables d’internaliser les particules aluminiques dans des 

localisées avec les lysosomes (Mold et al., 2014; Mold, Shardlow & 
suggérant par conséquent qu’une déficience dans l’une des étapes de ce 

pourrait être à l’origine de la rétention prolongée d’aluminium chez les p
II.). 

Le processus autophagique 

Le processus autophagique se compose de plusieurs étapes clés que sont l’initiation ou la 
formation des autophagosomes, l’élongation des autophagosomes 

avec un lysosome pour la dégradation et le recyclage du cargo
L’autophagie est régulée par plus de 30 gènes appelés gènes ATG conservés au cours de 

: Schéma du processus autophagique, adaptation de Cohignac et al., 

phosphatidylethanolamine 
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ainsi qu’un régulateur de la réponse inflammatoire et oxydante. Dans ce 
l’autophagie est reconnue comme étant impliquée dans de 

dégénératives et les 
De plus, l’expérimentation nous apprend 

que les macrophages, cellules en charge d’éliminer les pathogènes et autres composés 
toxiques de notre organisme, sont capables d’internaliser les particules aluminiques dans des 

, 2014; Mold, Shardlow & 
suggérant par conséquent qu’une déficience dans l’une des étapes de ce 

pourrait être à l’origine de la rétention prolongée d’aluminium chez les patients 

Le processus autophagique se compose de plusieurs étapes clés que sont l’initiation ou la 
formation des autophagosomes, l’élongation des autophagosomes et la fusion de 

avec un lysosome pour la dégradation et le recyclage du cargo (Figure 11). 
conservés au cours de 

 

Cohignac et al., (2014) 
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III.2.1. Initiation 
 
L’initiation correspond à la phase d’apparition d’une double membrane, le phagophore, au 
sein du cytoplasme. L’origine exacte de cette double membrane n’est pas encore précisément 
définie et plusieurs hypothèses non exclusives coexistent pour tenter de l’identifier. Le 
phagophore pourrait, de fait, être généré de novo depuis des protéines préexistantes au niveau 
cytoplasmique ou être un dérivé de structures cellulaires établies, comme le réticulum 
endoplasmique (Ylä-Anttila et al., 2009; Hayashi-Nishino et al., 2009), l’appareil de Golgi 
(Geng et al., 2010; Geng & Klionsky, 2010), la membrane mitochondriale externe (Hailey et 
al., 2010), ou directement issu de la membrane plasmique (Ravikumar et al., 2010; 
Ravikumar, Moreau & Rubinsztein, 2010). 
 
Lors de cette étape, deux complexes macromoléculaires majeurs sont mis en jeu, le 
mammalian target of rapamycin complex (mTORC1) et le complexe phosphatidylinositol-3-
kinase de classe III (PI3K). mTORC1 est composé de la protéine kinase mTOR, de la protéine 

regulatory associated protein of mTOR (Raptor), de la protéine mammalian G protein -

subunit-like (GL), de la protéine DEP domain-containing m-TOR interacting (Deptor) et de 
la protéine proline-rich Akt substrate of 40kDa (PRAS40). mTORC1 peut interagir avec un 
second complexe protéique, UNC-51-like-kinase (ULK) composé des protéines ULK1/2, 
autophagy related (ATG) gene 13, focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 
kDa (FIP200) et ATG101. En condition physiologique, mTORC1 est active et peut 
phosphoryler les protéines ATG13 et ULK1 inhibant l’activité kinase ULK et l’autophagie. 
Au contraire, dans des conditions de stress physiologiques évoqués précédemment, mTORC1 
est inactivée et ULK induit l’autophagie via une régulation par phosphorylation. Le complexe 
mTOR pourrait également moduler l’activité du facteur de transcription FoxO3 régulant 
l’expression de plusieurs gènes majeurs de l’autophagie comme ATG4b, ATG12 ou Beclin-1 
(Mehrpour et al., 2010). 
 
Le complexe PI3K est quant à lui composé des protéines PI3K, vacuolar protein sorting 34 
(Vps34), p150, Beclin-1 et ATG14. Ce complexe protéique permet l’activation de la protéine 
Vps34 à son tour capable de produire le phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) essentiel à la 
formation des autophagosomes par recrutement protéique pour l’élongation du phagophore 
(Burman & Ktistakis, 2010; Mizushima, Yoshimori & Ohsumi, 2011). Une augmentation 
d’expression du complexe PI3K peut donc être interprétée comme un signe d’activation de la 
machinerie autophagique. Cependant, nombre de protéines régulatrices telles qu’Ambra1, UV 
radiation resistance-associated tumor supression gene protein (UVRAG), Rubicon, Bif1 et 
les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Blc-x1 sont en mesure d’interagir avec le complexe 
PI3K afin de moduler son activité (Pattingre et al., 2005; Liang et al., 2006; Fimia et al., 
2007; Takahashi et al., 2007).  
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III.2.2. Élongation des autophagosomes 
 
Le phagophore se développe dès sa mise en place dans le cytoplasme afin de former la 
vésicule à double membrane en charge de séquestrer le cargo de composés indésirables. Deux 
systèmes de conjugaison ubiquitin-like participent à l’élongation de la structure pré-
autophagosomale. Le premier système est composé des protéines ATG5 et ATG12, 
conjuguées par l’action des protéines ATG7 et ATG10. ATG16L est ensuite liée au complexe 
ATG12-ATG5 via son domaine super-enroulé pour former le complexe ATG12-ATG5–
ATG16 de 800 kDa. Ce complexe, essentiel à l’élongation de la structure pré-
autophagosomale (Kuma et al., 2002; Mizushima et al., 2003) se dissocie de l’autophagosome 
quand celui-ci est mature. 
 
Le second système est issu du clivage en C-terminal de la pro-LC3, aussi appelée MAP-LC3 
ou ATG8 chez l’Homme, par ATG4b produisant la LC3-I. Cette protéine est alors conjuguée 
par ATG7 et ATG13 à la phosphatidylethanolamine (PE) pour devenir la protéine ATG8–PE 
aussi appelée LC3–PE ou microtubule associated-protein 1 light chain 3-
phosphatidylethanolamine (LC3-II) (Tanida et al., 2004; Tanida, Ueno & Kominami, 2004). 
LC3-II, contrairement au premier système, reste sur l’autophagosome jusqu’à la complète 
maturation de ce dernier et sa fusion avec le lysosome. C’est à ce moment que les molécules 
de LC3-II positionnées sur la face cytosolique de l’autophagolysosome sont recyclées vers le 
cytosol par ATG4 (Tanida, Ueno & Kominami, 2004). Durant la phase de maturation, les 
molécules de LC3-II de la face interne de l’autophagolysosome servent de point d’encrage au 
cargo cytosolique, lui-même marqué par la protéine séquestosome 1 (SQSTM1/p62). Cette 
protéine fait le lien entre les composés poly-ubiquitinés à détruire et la membrane interne de 
l’autophagosome (Pankiv et al., 2007). Après fusion avec le lysosome, les protéines 
SQSTM1/p62 et LC3-II sont détruites en même temps que le cargo cellulaire par l’activité 
protéolytique apportée par le lysosome. 
 
Ces deux systèmes sont, de plus, en interaction puisque le conjugué ATG5-ATG12 pourrait 
avoir une activité ligase ubiquitine facilitant la conjugaison de LC3-I avec la PE (Hanada et 
al., 2007). De même, le complexe ATG12-ATG5–ATG16 et l’interaction entre ATG12 et 
ATG3 pourrait jouer un rôle dans la lipidation de LC3 (Fujita et al., 2008).  
 
 

III.2.3. Fusion autophagosome-lysosomes et dégradation 
 
En fin de processus, les autophagolysosomes sont formés par fusion entre les autophagosomes 
et les lysosomes. Pour que cette fusion ait lieu, il faut que les autophagosomes, formés de 
façon aléatoire dans le cytoplasme des cellules de mammifères, atteignent les lysosomes 
majoritairement localisés au niveau périnucléaire près du centre d’organisation des 
microtubules (MTOC) (Jahreiss, Menzies & Rubinsztein, 2008). Ce déplacement nécessitant 
l’implication des microtubules est conduit par les protéines motrices dynéines (Ravikumar et 
al., 2005; Kimura, Noda & Yoshimori, 2008). L’inhibition de ce transport par 
dépolymérisation des microtubules ou l’inhibition des protéines motrices peut entrainer un 
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blocage de l’autophagie (Webb, Ravikumar & Rubinsztein, 2004). Le mécanisme de fusion 
entre les deux vésicules fait intervenir de nombreuses protéines incluant des GTPases comme 
Rab7, la syntaxine 5, plusieurs soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachement protein 
receptor (SNARES), LAMP1, LAMP2, et des protéines Vps de classe C (Tanaka et al., 2000; 
Jäger et al., 2004; Gutierrez et al., 2005; Liang et al., 2008; Renna et al., 2011; Mariño et al., 
2014). Après la fusion, le cargo cellulaire ainsi que la membrane interne de 
l’autophagolysosome sont dégradés par les hydrolases acides lysosomales comprenant les 
protéinases A et B et les cathepsines B, D et L (Tanida et al., 2005). Les acides aminés 
résultants de cette dégradation sont recyclés vers le cytoplasme pour y être réutilisés.  
 
 

III.2.4. Flux autophagique 
 
L’autophagie, comme indiqué ci-dessus, est une suite d’étapes continues allant de la 
formation des autophagosomes au relargage des produits de dégradation, en passant par la 
production de vacuoles séquestrant les produits à dégrader et leur fusion avec les lysosomes 
pour que la dégradation par les hydrolases acides ait lieu. Puisque ce processus est 
dynamique, l’évaluation du flux autophagie ne peut se faire par une unique mesure et 
plusieurs conditions doivent être remplies pour obtenir des résultats interprétables. 
L’évaluation du nombre d’autophagosomes à un instant donné par microscopie électronique à 
transmission ou la quantification de la protéine LC3-II – qui est un bon marqueur 
autophagosomale puisqu’elle est associée à la membrane interne des autophagosomes – ne 
donnent qu’une idée de la présence d’une activité autophagique dans la cellule sans en 
indiquer la direction. En effet, le taux de LC3-II dans une cellule résulte de la balance 
constante entre sa formation et donc la formation de nouveau autophagosomes et sa 
destruction en fin de processus. Ainsi un fort taux de LC3-II ne peut distinguer une 
augmentation de la formation d’autophagosomes et donc de LC3-II par l’activation de 
autophagie d’un blocage de l’autophagie dans ces étapes tardives empêchant la destruction de 
LC3-II (Mizushima, 2004; Barth, Glick & Macleod, 2010; Klionsky et al., 2016). Pour 
distinguer ces deux cas de figure, il est essentiel de combiner l’analyse de la quantification 
des autophagosomes avec une mesure d’efficacité du flux autophagique. 
 
L’évaluation de l’efficacité du flux autophagique peut être réalisée en utilisant des agents 
pharmacologiques activateurs ou inhibiteurs du flux. La bafilomycine A1 (bafA1) ou la 
chloroquine (CQ) et l’hydroxychloroquine (HCQ) sont de ces molécules potentiellement 
capables d’inhiber l’acidification des lysosomes mais surtout la fusion entre les lysosomes et 
les autophagosomes (Mauthe et al., 2018). L’utilisation de ces molécules empêche la 
dégradation de LC3-II, entrainant son accumulation et permettant la distinction entre les deux 
scenarii précédents par comparaison de l’expression de LC3-II en présence ou non d’agent 
pharmacologique. L’accumulation de LC3-II en présence d’agent pharmacologique est alors 
un signe d’activation du flux autophagique quand un taux comparable entre les deux 
conditions signale un manque de dégradation de LC3-II et un flux autophagique non 
fonctionnel. L’utilisation d’inhibiteur de protéases lysosomales comme le E64d ou la 
pepstatine peuvent également être utilisés pour cette mesure (Mizushima, Yoshimorim & 
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Levine, 2010). Cette première méthode d’évaluation peut également être couplée à la 
quantification du substrat de l’autophagie SQSTM1/p62 dont l’accumulation est un marqueur 
fiable de dysfonctionnement autophagique alors que l’activation du flux autophagique est 
caractérisée par une importante baisse de la quantité de cette protéine. Il est également 
possible de mesurer des changements dans le flux autophagique en calculant le ratio LC3-II / 
LC3-I depuis une quantification protéique par western blot mais cette technique est soumise à 
controverse en raison de la différence d’affinité des protéines avec l’anticorps et du taux 
variable d’expression de LC3-I et LC3-II en fonction de la lignée cellulaire étudiée (Barth, 
Glick & Macleod, 2010). A ce jour, la plus complète revue de la littérature sur le sujet est 
celle de Klionsky et al. (Klionsky et al., 2021). 
 
 

III.3. Aluminium, autophagie et inflammation 
 
En tant que substance ayant des capacités immunostimulantes, l’Al est pris en charge par les 
cellules de l’immunité telles que les macrophages dans lesquels il peut être retrouvé 
internalisé (Shardlow, Mold & Exley, 2020). Après avoir été phagocyté par les macrophages 
ou les cellules dendritiques, l’Al se retrouve dans des vésicules d’endocytose et met en branle 
la machinerie autophagique qui permet la présentation des antigènes aux lymphocytes T (Li et 
al., 2011). 
 
Les adjuvants aluminiques sont des mélanges de particules nano et micrométriques dans des 
proportions variables. En effet, la concentration en Al dans les préparations semble jouer sur 
la taille des agglomérats formés (Crépeaux et al., 2017) et donc potentiellement aussi sur le 
pourcentage de nanoparticules libres restantes en solution. Cette caractéristique leur confère à 
la fois les caractéristiques des particules, capables d’activer les cellules dendritiques in vitro, 
ce que les formes solubles du composé ne font pas (Shi, Evans & Rock, 2003), mais 
également celles des composés nanométriques. 
 
Les particules microniques d’Al peuvent se lier avec une certaine force aux lipides de la 
membrane plasmique des cellules dendritiques et ce lien pourrait être le mécanisme 
d’activation de la phagocytose (Flach et al., 2011). Ces particules sont alors généralement 
retrouvées dans des phagosomes puis des lysosomes où elles sont attaquées. Les 
nanoparticules inférieures à 20 nm, en revanche, ont la particularité de pouvoir être 
internalisées dans les cellules sans intervention de la machinerie d’endocytose (Edetsberger et 
al., 2005). En effet, les nanoparticules peuvent franchir les membranes biologiques et entrer 
dans le cytoplasme cellulaire, ce que les particules plus imposantes ne peuvent pas faire 
(Holsapple et al., 2005). La présence de nanoparticules au sein du cytoplasme force alors les 
cellules à activer l’autophagie pour tenter de séquestrer ces corps étrangers afin de les 
dégrader (Yokoyama et al., 2011). Il a ainsi été montré que les nanoparticules induisent la 
présence d’un taux élevé de vacuoles autophagiques aussi bien en condition in vitro pour les 
cellules humaines ou animales qu’en condition in vivo (Stern & Johnson, 2008; Andón & 
Fadeel, 2013). Aussi la réponse autophagique cellulaire pourrait être dépendante de la taille 
des particules en présence (Seleverstov et al., 2006; Chatterjee, Sarkar & Bhattacharya, 2014). 
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De plus, les objets de taille nanométrique acquièrent de nouvelles propriétés en raison de 
l’augmentation de leur rapport surface sur masse. Ces propriétés de surface uniques des 
nanoparticules pourraient également être la raison de leur potentielle toxicité (Arora, Rajwade 
& Paknikar, 2012). En effet, les nanoparticules peuvent être associées avec des molécules 
biologiques comme les phospholipides des membranes (De Jong & Borm, 2008). Cela 
pourrait expliquer la raison de la déstabilisation des lysosomes provoquée par la présence 
d’Al pouvant conduire à la rupture du lysosome dans le cytosol (Hornung et al., 2008; Herd, 
Malugin & Ghandehari, 2011), à l’avortement du processus autophagique ainsi qu’à 
l’apparition d’une réaction inflammatoire via l’activation de l’inflammasome NALP3 ou 
NLRP3 (Hornung et al., 2008; Lima et al., 2013) même en l’absence de réel stimuli de danger 
(Kang & Locksley, 2009). En cas de libération des particules dans le milieu extracellulaire 
suite à la digestion de ces dernières ou suite à la mort cellulaire, ces particules pourraient être 
prises en charge par le système de drainage lymphatique, gagner le flux sanguin et de là, être 
transportées dans l’ensemble du corps et stockées dans divers organes et tissus tels que le 
cœur, le foie, les reins, la rate et le système nerveux central (Oberdörster et al., 2005).  
 
De plus, autophagie et inflammation sont deux mécanismes étroitement liés. En effet, si la 
présence d’Al induit la production de vacuoles autophagiques, comme exposé dans le 
paragraphe précédent, l’inflammasome est reconnu pour être un élément crucial de l’action 
adjuvante de l’Al (Martinon, Mayor & Tschopp, 2009). En effet, les composés exogènes tels 
que les PAMP ou les particules d’Al sont reconnus par les TLR et NLR comme étant 
indésirables. Cette détection active l’oligomérisation des protéines NACHT, LRR, and PYD 
domains-containing protein 3 (NLRP3) entre elles, puis avec des protéines apoptosis-
associated speck-like protein containing a C-terminal caspase recruitment domain (ASC), 
pour former l’inflammasome NLRP3 (Jo et al., 2016; Schroder et al., 2018; Mehto et al., 
2019). Une fois assemblé, l’inflammasome active la caspase-1 permettant la maturation et la 
libération de cytokines pro-inflammatoires, en particulier IL-1β mais aussi IL-18, 
indispensables au bon déroulement de la réponse immunitaire (Martinon, Mayor & Tschopp, 
2009; Mehto et al., 2019). Or, la caspase-1 active également la Gasdemine-D, connue pour 
former des pores dans la membrane plasmique provoquant une forme de mort cellulaire 
appelée pyroptose (Fernandes-Alnemri et al., 2007; Shi, Gao & Shao, 2017).  
 
Une étude récente démontre que l’autophagie est impliquée comme moyen de régulation de 
l’inflammation via l’action de la protéine immunity-related GTPase family, M (IRGM) afin de 
limiter la mort cellulaire (Mehto et al., 2019). En effet, en plus de réguler la réponse 
inflammatoire en limitant l’oligomérisation des protéines NLRP3 et ASC, IRGM permet 
également un adressage spécifique des composants de l’inflammasome vers les 
autophagosomes. En assurant la cohésion protéique, IRGM favorise la dégradation des 
composés inflammatoires par autophagie, réduit la réponse inflammatoire et améliore la 
survie cellulaire (Mehto et al., 2019). Cependant, l’Al étant biopersistant, il semble peu 
probable que l’autophagie soit en mesure de réduire l’inflammation produite, plus encore si 
l’Al réduit les performances autophagiques par rupture de la membrane lysosomale (Hornung 
et al., 2008).  
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En résumé, la taille des particules d’Al semble être un facteur décisif modifiant la prise en 
charge de ces dernières par les cellules de l’immunité, phagocytose pour les particules 
micrométriques et autophagie pour les particules nanométriques. De plus, les propriétés de 
liaison des particules d’Al avec les phospholipides des membranes biologiques semblent avoir 
des conséquences également dépendantes de la taille de ces particules, tantôt bénéfiques pour 
l’adjuvanticité, tantôt néfaste pour l’accomplissement du mécanisme d’autophagie. Les 
particules d’Al semblent, qui plus est, former une boucle d’amplification de la réponse 
inflammatoire par activation de l’inflammasome NLRP3 et limitation du mécanisme de 
rétrocontrôle de cette inflammation pouvant conduire à la mort cellulaire par pyroptose. 
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Résumé d’étape : 
 
Dans la partie précédente consacrée à l’autophagie, nous avons abordé les points suivants : 
 
• L’autophagie est un mécanisme de régulation de l’homéostasie cellulaire primordial 
notamment pour le recyclage de composés obsolètes et le maintien de la survie cellulaire. 
 
• Des perturbations d’autophagie ont été démontrées comme étant impliquées dans la 
survenue de nombreuses pathologies telles que des cancers, des maladies neuro-
dégénératives et des maladies inflammatoires. 
 
• Ce processus complexe fait intervenir de nombreuses protéines en interaction pour 
séquestrer des composés indésirables dans une vacuole autophagosomale afin de les 
détruire par fusion avec le lysosome. 
 
• En tant que processus dynamique, le suivi de l’autophagie n’est pas aisé et nécessite de 
prendre des précautions quant à l’interprétation des résultats obtenus. 
 
• Aluminium, autophagie et inflammation forment un ménage à trois délétère dans la 
mesure où : 
 - l’Al active le processus inflammatoire et la production d’IL-1β et d’IL-18, 
 - le processus inflammatoire est régulé par l’autophagie afin de limiter la mort 
cellulaire par pyroptose, 
 - les particules d’Al peuvent impacter le processus autophagique en se liant aux 
membranes lipidiques. 
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En complément de l’aspect scientifique développé dans cette section, une ouverture sur les 
l’aspect sociétal de l’utilisation des adjuvants aluminiques a été ajoutée en annexe de ce 
manuscrit. Les éléments qui y sont développés ne visent pas à alimenter la polémique sur la 
vaccination mais à replacer les connaissances scientifiques actuelles dans leur contexte pour 
faciliter la compréhension de ce sujet complexe. 
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Le travail de thèse présenté ici a été développé à partir des données bibliographiques exposées 
précédemment selon le raisonnement suivant : 
 

 La vaccination est une avancée majeure de la médecine moderne ayant permis 
d’éradiquer certaines maladies et d’endiguer la propagation de nombreuses autres. 
 

 Les doses d’adjuvants aluminiques utilisées pour augmenter la réponse vaccinale 
garantissent leur efficacité sans que leur sécurité n’ait été évaluée. 
 

 L’Al vaccinal peut être retrouvé chez les patients souffrant de MFM plusieurs années 
après la dernière vaccination contredisant les anciens dogmes vaccinaux stipulant que 
le dépôt d’Al était rapidement résorbé et éliminé. 

 

 Les données animales suggèrent que l’Al injecté dans le muscle peut être déplacé via 
les macrophages au sein de l’organisme jusqu’à des organes distants comme le 
cerveau. 

 

 L’autophagie est une voie naturelle d’élimination des pathogènes et des particules 
exogènes telles que l’Al au sein des cellules de l’immunité. 

 

 L’OMS envisage un dysfonctionnement, génétique ou acquis, des macrophages 
comme cause possible de la MFM. 

 

 Plusieurs patients ont reçus, lors de voyages à l’étranger, des traitements 
prophylactiques contre la malaria composés de molécules connues pour réduire 
l’activité autophagique. 

 

 L’Al nano-particulaire utilisé dans les préparations vaccinales est lui-même capable de 
perturber l’autophagie. 

 
Ce travail repose ainsi sur l’hypothèse majeure d’une diminution de la performance du 
processus autophagique chez les patients atteints de MFM, d’origine génétique et/ou 
environnementale, les prédisposant à une intolérance aux composés aluminiques utilisés dans 
les préparations vaccinales. Si l’Al ou une autophagie réduite ne semblent pas pathologiques 
de manière isolée, il est possible que la réunion de ces deux conditions, selon une 
combinaison « gène x environnement », conduise à une surcharge en Al au sein des 
macrophages. Ces cellules pourraient alors disséminer l’Al en se déplaçant dans l’organisme 
jusqu’à des organes éloignés de l’injection, comme le cerveau, où l’Al pourrait exercer ses 
propriétés neurotoxiques reconnues. Puisque l’autophagie semble être un point central dans le 
développement de la MFM, plusieurs questions se sont imposées et ont conduit aux 
expérimentations présentées dans la suite de ce manuscrit : 
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 La capacité autophagique des cellules immunitaires des patients MFM est-elle 
réellement réduite ? 
 

 Un défaut d’autophagie conduit-il à une moins bonne élimination et une accumulation 
des particules aluminiques par les cellules immunitaires ? 

 

 Est-il possible de modéliser chez l’animal un défaut d’autophagie proche de la 
situation présentée par les patients MFM ? 
 

 Observe-t-on une différence de translocation des particules aluminiques entre des 
animaux présentant une perturbation du processus autophagique par rapport à des 
animaux présentant un phénotype sauvage ? 

 
Ainsi les principaux objectifs de ce travail ont été i) d’évaluer les capacités autophagiques et 
la réponse inflammatoire à l’Al des cellules immunitaires de patients MFM et ii) de tester un 
traitement pharmacologique afin d’évaluer sur un modèle animal le devenir de particules d’Al 
injectées par voie IM.  
 
Plusieurs approches et expérimentations ont été menées pour répondre au mieux aux 
différentes questions posées : 
 
1) Une approche in vitro visant à évaluer l’autophagie basale et la réponse autophagique à 
l’Al des cellules immunitaires de patients MFM ainsi qu’une appréciation de la réponse 
inflammatoire de ces cellules à l’Al a été réalisée. 
 
2) Une approche pharmacologique a ensuite été menée afin de simuler une perturbation de 
l’autophagie in vivo chez le modèle murin. Pour ce faire, un traitement pharmacologique a été 
appliqué à des animaux juvéniles ou adultes. Le développement moteur et sensoriel des 
animaux juvéniles a été étudié au cours des trois premières semaines de vie post-natale afin de 
s’assurer que le traitement ne perturbe pas la bonne mise en place du système nerveux chez 
les souriceaux. Le comportement individuel des animaux adultes a été évalué en termes de 
résistance à l’effort physique, d’activité locomotrice et d’anxiété afin de garantir l’absence 
d’effet négatif du traitement sur le comportement ou les performances physiques des animaux. 
L’analyse de l’efficacité du traitement a été réalisée par le dosage des protéines majeures de 
l’autophagie. 
 
3) Finalement, une approche génétique a été étudiée pour évaluer la translocation des 
particules aluminiques au sein de l’organisme après une injection IM. Des souris présentant 
un Knock Out conditionnel sur l’un des gènes de l’autophagie ont été utilisées afin de suivre 
le devenir des particules aluminiques injectées dans le muscle et de comparer cette 
translocation à celle observée chez les animaux contrôles.  
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Cette section expose de manière détaillée la méthodologie utilisée lors des expérimentations 
réalisées dans ce travail de thèse. Le premier chapitre sera consacré à l’expérimentation in 
vitro visant à déterminer l’efficacité autophagique et la réponse inflammatoire à l’Al des 
cellules immunitaires de patients MFM afin d’évaluer l’implication de ce mécanisme dans 
l’intolérance à l’Al présentée par les patients MFM. Le second chapitre traitera des 
expérimentations in vivo avec une première partie sur l’utilisation d’un traitement 
pharmacologique, utilisé pour perturber l’autophagie chez un modèle murin, et une seconde 
partie sur un modèle génétique utilisé pour le suivi systémique des particules aluminiques 
d’origine vaccinale. Tous les produits utilisés dont la provenance n’est pas spécifiée ont été 
achetés chez Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). 
 
 

I. Capacité autophagique et réponse inflammatoire in vitro des cellules 
immunitaires 
 
Cette expérimentation a été réalisée afin de rendre compte du niveau autophagique basal ainsi 
que des réponses autophagique et inflammatoire au sein des cellules immunitaires de patients 
atteints de MFM. Dans un souci de limitation du nombre de variables pour maintenir une 
puissance statistique adéquate, cette analyse a été menée sur des prélèvements issus de 
femmes atteintes de MFM dans la mesure ou le sex-ratio n’est pas équilibré et qu’un majorité 
de patients MFM sont des femmes. Des cellules primaires mononuclées de sang périphérique 
ou peripheral blood mononuclear cells (PBMC) issues de patientes MFM ou de donneuses 
saines ont été placées en culture et mises en présence d’adjuvant Al ou de vaccin total. Après 
traitement, l’internalisation des particules d’Al a été regardée en microscopie à fluorescence, 
le flux autophagique des cellules a été observé par western blot et le statut inflammatoire des 
cellules a été évalué par une analyse semi-quantitative d’un panel de cytokines dans le milieu 
de culture. Le résumé graphique de cette expérimentation est disponible Figure 15 p. 176. 
 
 

I.1. Culture cellulaire 
 

I.1.1. Obtention des cellules 
 
Cette étude a été menée dans le respect des principes de la déclaration d’Helsinki et avec le 
consentement éclairé des participants. Huit patientes atteintes de MFM ont été recrutées par 
l’hôpital Henri Mondor en respectant les critères suivants : i) délais minimal entre la dernière 
vaccination et la biopsie musculaire attestant la présence de MFM supérieur à 18 mois, 
ii) présence d’arthro-myalgie depuis plus de 6 mois, iii) présence du EM/SFC depuis plus de 
6 mois, iv) présence manifeste de troubles cognitifs. Les individus contrôles, de sexe féminin 
et d’âge équivalent aux patientes ont été prélevés par l’Établissement Français du Sang (EFS).  
 
Les cellules primaires utilisées pour cette expérimentation ont été obtenues par centrifugation 
à gradient de densité sur coussin de sucrose afin de séparer les PBMC du sang périphérique. 
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Concrètement, les prélèvements sanguins ont été délicatement déposés sur un volume 
approprié de 15 ml de Ficoll Paque Plus (GE Healthcare, 17-1440-02, Pasching, Autriche) 
pour 30 ml de sang. La séparation mécanique des cellules en fonction de leurs densités a été 
obtenue par centrifugation durant 20 minutes à 500 g suivie d’une décélération lente. Après 
centrifugation, les PBMC forment un anneau blanchâtre à la surface de la solution de Ficoll. 
Cet anneau de PBMC a été récupéré et rincé en tampon phosphate ou Phosphate Buffer Saline 
(PBS) (Fisher Scientific, 14190-144, Illkirch, France) avant d’être remis en suspension à une 
concentration de vingt millions de cellules par millilitre dans une solution de congélation 
composée à 95 % de sérum de veau fœtal (SVF) (GE Healthcare, A15-151, lot A15112-0729, 
Pasching, Autriche) et 5 % de diméthylsulfoxyde (DMSO) (Santa Cruz, sc-358801, 
Heidelberg, Allemagne). La suspension cellulaire à ensuite été distribuée en cryotubes de 1 ml 
qui ont été congelés en CoolCell (Dutcher, CoolCell FX, Brumath, France) à -80 °C pour une 
durée minimale de 24 h avant d’être transférés en azote liquide jusqu’au jour de 
l’expérimentation.  
 
 

I.1.2. Conditions de culture, adhérence et différenciation 
 
Au début de l’expérimentation, les cellules ont été rapidement décongelées en Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM) (Fisher Scientific, 11966-025, Illkirch, France) à 37 °C 
afin de diluer le DMSO toxique pour les cellules à cette température. Un lavage en PBS à 
37 °C a été réalisé avant de remettre les cellules en suspension dans un milieu dit 
« d’adhérence » composé de milieu RPMI 1640 + Glutamax (Fisher Scientific, 61870-010, 
Illkirch, France) additionné de 1 % de pénicilline/streptomycine (Fisher Scientific, 15140-
122, Illkirch, France) et 1 % de L-glutamine 200 mM (Fisher Scientific, 25030-024, Illkirch, 
France). Les cellules ont été mises en culture à une densité constante de quatre cent mille 
cellules par centimètre carré dans un millilitre de milieu de culture. Cette densité cellulaire 
optimale a été déterminée par des expérimentations préliminaires non présentées évaluant la 
survie cellulaire, le changement morphologique et la quantité protéique récupérable après 
culture dans diverses conditions de densité/volume/traitement. Les cellules utilisées pour 
l’observation de la phagocytose des particules aluminiques ont été ensemencées sur lame Ibidi 
à 4 puits (Ibidi, 80446, Gräfelfing, Allemagne) et celles destinées à la mesure du flux 
autophagique et de la réponse inflammatoire ont été ensemencées sur des plaques de cultures 
à 24 puits (Costar, 3524, Corning, NY, USA). Les cultures cellulaires ont été placées en étuve 
à 37 °C sous 5 % de CO2 durant 3 h afin de faire adhérer les cellules.  
 
Après 3 h d’adhérence, le milieu d’adhérence a été délicatement retiré et remplacé par du 
milieu dit « de différenciation » à 37 °C, composé de milieu RPMI 1640 (ATCC 
modification) (Fisher Scientific, A10491-01, Illkirch, France) additionné de 1 % de 
pénicilline/streptomycine, 10 % de SVF et 0,1 % de M-CSF (monocyte colony-stimulating 
factor) et GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) humaines à 
10 ng/ml (Peprotech, respectivement 300-25 et 300-03, Neuilly-sur-Seine, France). Le 
prétraitement de M-CSF/GM-CSF à 10 ng/ml a été maintenu durant 6 jours en étuve à 37 °C 
sous 5 % de CO2. Au sixième jour, 50 % du milieu de culture a été remplacé par du milieu de 
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différenciation à 37 °C, fraichement préparé. Les cultures ont ensuite été replacées à l’étuve 
pour une utilisation le septième jour. 
 
 

I.1.3. Exposition des cellules aux particules métalliques 
 
Après une semaine de prétraitement, les cellules ont été exposées à l’Al sous différentes 
formes. Les cellules utilisées pour l’observation de la phagocytose des particules aluminiques 
ont été mises en contact avec une solution d’AH commerciale, l’alhydrogel® (Invivogen, 
vac-alu-250, Toulouse, France), préalablement marqué par du lumogallion ou [acide 4-chloro-
3-(2,4-dihydroxyphenylazo)-2-hydroxybenzene-1-sulphonique] (SantaCruz, sc-295368, 
Heidelberg, Allemagne), un fluorochrome réagissant à la présence d’aluminium en formant un 
complexe fluorescent à 590 nm après excitation à 500 nm. Cette solution, appelée Al-lumo, a 
été obtenue d’après une méthodologie publiée (Mile et al., 2015) en incubant une dilution 
d’AH à 5 mg/ml d’Al avec du lumogallion à 50 µM durant une nuit sous agitation douce. 
L’Al-lumo a été récupéré après centrifugation 10 min à 14 000 g puis remis en suspension 
dans du RPMI 1640 (ATCC modification) et stérilisé sous poste de sécurité microbiologique 
(PSM) par filtration à 0,2 µm. La solution d’Al-lumo a été gardée à + 4 °C et à l’abri de 
lumière jusqu’à utilisation. Les cellules utilisées pour la mesure du flux autophagique et 
l’évaluation de la réponse inflammatoire ont été traitées avec l’AH commercial ou un vaccin 
complet (Engerix B®, GSK). 
 
Après une semaine en milieu de différenciation, les cellules mises en culture sur lame Ibidi®, 
ont été mises en contact avec de l’Al-lumo à une concentration finale de 50 µg/ml d’Al pour 
une durée de 4 h en étuve à 37 °C sous 5 % de CO2. Une heure avant la fin du traitement, les 
cellules ont été mises en présence de Hoechst 33342 et de LysoTrackerTM Green DND-26 
(Life Technology SAS, respectivement H3570 et L7526, Courtaboeuf, France). Ces sondes 
permettent l’observation du noyau des cellules vivantes et la présence de lysosomes dans le 
cytoplasme attestant de la dynamique autophagique dans les cellules. 
 
A la fin des sept jours de prétraitement, les cellules utilisées pour la mesure du flux 
autophagique et l’évaluation de la réponse inflammatoire ont été traitées avec l’AH 
commercial ou le vaccin complet à une concentration finale de 50 µg/ml d’Al pour une durée 
de 4 h en étuve à 37 °C sous 5 % de CO2 avec ou sans modulateurs de l’autophagie. Les 
cellules traitées avec les modulateurs de l’autophagie ont été mises en contact avec de la CQ 
(C66628 – 100 µM) afin d’inhiber l’autophagie dans sa dernière phase ou de la rapamycine 
(Rapa, R8781 – 100 nM) afin d’activer le processus. Les modulateurs de l’autophagie ont été 
déposés 1 h avant le traitement à l’Al et durant toute la durée de ce dernier afin d’améliorer 
l’interprétation des résultats en western blot en terme de flux autophagique (Klionsky et al., 
2021).  
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I.2. Observation de la phagocytose des particules métalliques 
 

I.2.1. Équipement et prise de vue 
 
En fin de traitement, les lames Ibidi ont été observées en microscopie à contraste de phase et 
en fluorescence sur un microscope Zeiss Axio Observer Z1 équipé d’une enceinte 
thermostatée avec un objectif X63. La détection du signal Hoechst a été effectuée avec le set 
de filtres 49 (Carl Zeiss S.A.S, 488049-9901-000, Marly le Roi, France) comprenant un filtre 
d’excitation G 365 nm, un miroir dichroïque FT 395 nm et un filtre d’émission 
BP 445/50 nm. La fluorescence du LysoTracker a été imagée avec le set de filtres 38HE (Carl 
Zeiss S.A.S, 489038-9901-000, Marly le Roi, France) comprenant un filtre d’excitation 
BP 470/40 (HE), un miroir dichroïque FT 495 (HE) et un filtre d’émission BP 525/50 (HE). 
Enfin le signal issu du complexe Al-lumo a été observé avec le set de filtres 43HE (Carl Zeiss 
S.A.S, 489043-9901-000, Marly le Roi, France) comprenant un filtre d’excitation 
BP 550/25 (HE), un miroir dichroïque FT 570 (HE) et un filtre d’émission BP 605/70 (HE). 
 
Un minimum de 10 prises de vue a été réalisé pour chaque condition et chaque individu afin 
de garantir l’analyse finale d’une cinquantaine de cellules. Les clichés ont été pris par une 
caméra Zeiss AxioCam MRm présentant une définition de 1388x1040 pixels, une résolution 
de 96 ppi et un codage sur 16 bits. Le temps de pose utilisé avec chaque set a été arrêté de 
manière à obtenir un signal visible mais peu intense afin de réduire au maximum la détection 
du bruit de fond diffus. Ce temps de pose a été maintenu constant pour l’ensemble des prises 
de vues de l’expérimentation afin de permettre la comparaison des images entre individus. 
Les images des différents canaux ont été enregistrées indépendamment sous format TIFF afin 
de pouvoir être analysées de manière individuelle. L’échelle des images a été enregistrée 
automatiquement dans les métadonnées afin de pouvoir effectuer des mesures lors de 
l’analyse. 
 
 

I.2.2. Quantification de fluorescence 
 
Les prises de vues ont été analysées sur le logiciel Icy (V 2.1.4.0 BioImage Analysis unit, 
Institut Pasteur, France) (de Chaumont et al., 2012). De façon détaillée, la prise de vue en 
contraste de phase a été utilisée afin de définir précisément l’emplacement des cellules grâce 
au plug in Active Cells 2.7 (Delgado-Gonzalo et al., 2015) intégré au logiciel. Ce plug in 
permet la manipulation de formes ellipsoïdales afin d’épouser au mieux au contour des 
cellules. Ces zones d’intérêts ont ensuite été reportées sur les trois images réalisées en 
fluorescence. Le signal Hoechst a été utilisé afin de vérifier la viabilité des cellules analysées. 
La fluorescence des cellules dans les canaux LysoTracker et Lumogallion a été calculée par 
addition de l’intensité de chaque pixel composant la zone d’intérêt. En parallèle, la surface de 
la zone en µm² a également été relevée afin de normaliser la somme de l’intensité de 
fluorescence par la taille de la cellule. Cela permet l’obtention d’une intensité moyenne par 
µm² et de s’affranchir des différences de fluorescence dus aux différences de taille des 
cellules.  
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Pour chaque prise de vue, le nombre de cellules analysées, la surface de chacune des cellules 
et la somme de fluorescence de Lysotracker et de Lumogallion ont été enregistrés. Pour 
chaque individu, le nombre de cellules, la surface minimale, moyenne et maximale de chaque 
cellule a été notée et la fluorescence normalisée par µm² de LysoTracker et de Lumogallion a 
été calculée. 
 
 

I.3. Mesure du flux autophagique 
 

I.3.1 Extraction protéique 
 
Après traitement, le milieu de culture a été récupéré pour l’évaluation de la réponse 
inflammatoire, détaillée dans le paragraphe suivant. Après récupération du milieu de culture, 
les cellules ont été rincées deux fois en PBS froid avant d’être lysées dans 100 µl de tampon 
de lyse TR3 préalablement chauffé à 95 °C. Ce tampon est une solution aqueuse de sodium 
dodécyl sulfate (SDS) (L-5750 - 170 mM), disodium phosphate (1065761000 - 10 mM), 
sodium orthovanadate (S6508 - 1 mM), β-glycérophosphate (G9422 - 10 mM), sodium 
pyrophosphate tetrabasique (P8010 - 2,5 mM) et sodium fluoride (201154 - 50 mM) + 10 % 
glycerol (G6279) additionnée de cOmpleteTM Mini Protease Inhibitor Cocktail 
(11836153001). Les lisats cellulaire ont été obtenus par homogénéisation à la P200 puis 
récupérés en tube afin d’opérer une sonication de 10 sec permettant de détruire l’ADN présent 
et d’augmenter la fluidité des échantillons. La concentration protéique a été mesurée en 
utilisant le kit BCA Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Fisher Scientific, 23225, Illkirch, 
France) puis les échantillons ont été normalisés à une concentration de 1 mg de protéine par 
millilitre en solution de Leammli. Cette solution est composée d’un tampon TrisHCl (T-5941 
– 200 mM), d’un colorant (bleu de bromophénol – 0,02 %) permettant de voir la progression 
de l’échantillon dans le gel, de glycérol (G6279 – 9 %) pour alourdir l’échantillon et faciliter 
son dépôt et d’un mélange de SDS (L-5750 – 2 %) et de DTT (1,4-dithiothreitol, threo-1,4-
Dimercapto-2,3-butanediol, D0632 – 100 mM) permettant la dénaturation des protéines par 
réduction des ponts dissulfures et le chargement négatif des protéines par l’application d’une 
température de 95 °C durant 5 min. 
 
 

I.3.2. Quantification des protéines majeures de l’autophagie 
 
La quantité des protéines LC3-I, LC3-II, SQSTM1/p62, Rubicon et IRGM a été évaluée par 
western blot. La migration a été réalisée dans une cuve Mini Gel Tank (Life Technology SAS, 
A25977, Courtaboeuf, France) avec un tampon de migration BoltTM MES SDS Running 
Buffer (20X) (Invitrogen™, B0002, Illkirch, France) et des gels précoulés Bolt™ 4-12 % 
Bis-Tris Mini Protein Gel à 15 puits (Invitrogen™, NW04125BOX, Illkirch, France). Les 
échantillons ont été déposés à quantité constante de 14 µg de protéine et soumis à une tension 
de 180 V jusqu’à migration complète du marqueur bleu hors du gel. 
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Les protéines ont été transférées sur membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF) par 
utilisation d’un système de transfert semi-sec iBlot2 Dry Blotting System (Fisher Scientific, 
IB21001, Illkirch, France) et de kits de transfert iBlot™ 2 Transfer Stacks (Invitrogen™, 
IB24002, Illkirch, France). Après transfert, un marquage des membranes au rouge Ponceau a 
permis le contrôle de la présence de protéines sur la membrane avant marquage par des 
anticorps. 
 
Une saturation des membranes en solution de gélatine de poisson (Sigma, G7765, Merck, 
Darmstadt, Allemagne) à 2,5 % a été réalisée afin de limiter le marquage aspécifique des 
anticorps. Après saturation, des anticorps primaires anti-LC3B (1:1,000; Life Technology, 
PA1-46286, Courtaboeuf, France), anti-SQSTM1/p62 (1:3,000; Life Technology, PA5-
20839, Courtaboeuf, France), anti-Rubicon (1:1,000; Ozyme, 8465S, Saint-Cyr l’école, 
France) ou anti-IRGM (1:1,000; Abcam, ab69495, Amsterdam, Pays-Bas), tous produit chez 
le lapin, ont été déposés overnight à 4 °C. Après le marquage primaire, les membranes ont été 
lavées puis mises à incuber avec un anticorps secondaire anti-rabbit produit chez la chèvre et 
couplé à la peroxydase de raifort (HRP) (1:5,000; Santa Cruz, SC-2054, Heidelberg, 
Allemagne). Une protéine de ménage a été marquée par un anticorps primaire de souris anti-
béta-actine pré-couplé à la HRP (1:10,000; Santa Cruz, SC-47 778 HRP, Heidelberg, 
Allemagne) afin de normaliser les résultats obtenus. 
 
Les résultats de marquage ont été révélés par chimioluminescence avec une solution de 
révélation (SuperSignal™ West Femto; Fisher scientific 34096, Illkirch, France). Les prises 
de vues des membranes ont été réalisées dans une Azure C600 (Azure Biosystems, Inc., 
Dublin, Ohio, USA). Les images produites ont été analysées par le logiciel ImageJ (V1.53i 
Wayne Rasband and contributors, National Institute of Health, USA) (Schneider, Rasband & 
Eliceiri, 2012) intégré au logiciel Icy (V 2.1.4.0 BioImage Analysis unit, Institut Pasteur, 
France) (de Chaumont et al., 2012). La quantification de chaque protéine par l’option Gel 
Analyzer a été normalisée par la quantification de béta-actine afin de pouvoir comparer les 
différents échantillons entre eux.  



 

Thèse Jean-Daniel Masson 119 

I.4. Évaluation de la réponse inflammatoire 
 

I.4.1. Principe 
 
Un panel de 11 cytokines pro et anti-inflammatoires communes ou déjà analysées dans des 
études antérieures (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IL-18, CXCL1, CCL2, CCL4, TGFβ 
et TNF-α) a été dosé par la méthode semi-quantitative de dot-blot. Cette méthode repose sur 
le même principe que le test ELISA en sandwich avec des anticorps de capture des protéines 
d’intérêts pré-couplés à une membrane sous forme de spots circulaires et des anticorps de 
marquage déposés sur les protéines capturées. Les membranes utilisées ont donc été crées et 
commandées sous forme de kit pour cette expérimentation (CliniSciences, RayBio Custom 
C-Series Human Cytokine Antibody, Nanterre, France). Cette méthode permet le dosage de 
plusieurs protéines en suspension dans le milieu de culture cellulaire de façon simultanée sans 
recourir à une séparation physique des protéines avant marquage.  
 
 

I.4.2. Quantification des cytokines  
 
Après traitement, le milieu de culture des cellules traitées avec de l’AH ou du vaccin complet 
sans modulateur de l’autophagie, a rapidement été récupéré et traité avec des anti-protéases 
cOmpleteTM Mini Protease Inhibitor Cocktail (11836153001) afin de limiter la dégradation 
potentielles des cytokines présentes. Les membranes de dot-blot ont été saturées en suivant le 
protocole fournisseur puis les échantillons ont été incubés overnight à 4 °C sous agitation 
douce. L’incubation de la solution protéique sur les membranes a permis de fixer chaque 
protéine au niveau de ses anticorps de capture spécifiques. Une solution d’anticorps de 
marquage fourni dans le kit a ensuite été déposée afin de produire un marquage HRP commun 
à toutes les protéines. Des témoins positifs disposés sur les membranes ont été utilisés comme 
normalisateurs. 
 
Les signaux ont été révélés par chimioluminescence avec la solution de détection présente 
dans le kit. Les membranes ont été imagées sur Chemidoc MP Imager (BioRad, Nanterre, 
France). Les images produites ont été analysées par le logiciel Icy (V 2.1.4.0 BioImage 
Analysis unit, Institut Pasteur, France) (de Chaumont et al., 2012). Une matrice a été réalisée 
par positionnement de zones d’intérêt circulaires sur les zones de marquage potentiel de 
l’ensemble de chaque membrane. Le plug in Active Contours (Dufour et al., 2011) intégré au 
logiciel a ensuite été utilisé dans sa configuration native afin d’automatiser et de standardiser 
la détection des spots de chimioluminescence. La moyenne des signaux obtenus pour chaque 
cytokine a été normalisée par la moyenne des contrôles positifs incorporés aux membranes.  
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II. Études in vivo  
 

II.1. Évaluation d’un traitement pharmacologique perturbant l’autophagie 
(Masson et al., 2020) 
 
Cette expérimentation a été menée afin de tester la faisabilité technique d’une inhibition 
autophagique à long terme par un traitement pharmacologique chez des souris de type 
sauvage, adultes ou juvéniles. Pour cela, des injections adaptées d’un calendrier 
prophylactique humain ont été réalisées par voie IP. À différents temps après le début de 
l’expérimentation, des analyses ont été menées afin d’attester de l’accumulation du composé 
pharmacologique dans le sérum des animaux, de l’efficacité du traitement ainsi que de 
l’absence d’effets néfastes tant sur le développement sensori-moteur de souris juvéniles que 
sur le comportement individuel de souris adultes. Le résumé graphique de cette 
expérimentation est disponible Figure 29 p. 199. Cette étude a fait l’objet d’un article publié 
en 2020, dont s’inspire la section suivante (cf Publication 1, section valorisation scientifique 
(Masson et al., 2020)). 
 
 

II.1.1. Animaux  
 
L’évaluation du traitement pharmacologique a été réalisé chez des souris femelles et mâles de 
souche C57BL/6JRj en provenance de chez Janvier Labs (Saint Berthevin, France). Une étude 
sur une cohorte d’animaux adultes a été conduite avec des animaux en provenance directe du 
fournisseur et une seconde étude sur une cohorte d’animaux juvéniles a été menée sur des 
animaux nés à l’animalerie de parents achetés auprès du même fournisseur. Les procédures 
utilisées quant à la manipulation des animaux ont respecté les recommandations de la 
directive européenne du 22 septembre 2010 concernant l’expérimentation animale 
(2010/63/UE) et ont été approuvées par le comité d’éthique de l’École Nationale Vétérinaire 
de Maisons-Alfort (Autorisations n° APAFIS#9767-2017042116187889 du 21 novembre 
2017 et APAFIS#11633-2017100309523784 du 6 avril 2018). 
 
 

II.1.1.1. Conditions d’hébergement 
 
A leur arrivée dans les locaux, les animaux faisant partie de la cohorte adulte, reçus âgés de 
7 semaines, ont été répartis dans des cages d’habituation à raison de 5 animaux du même sexe 
par cage. Les animaux ont été marqués individuellement afin de permettre leur identification. 
Avant toute expérimentation, une période de stabulation de 7 jours a été respectée afin de 
permettre aux animaux de s’acclimater aux conditions de température (22 ± 2 °C) et 
d’humidité (55 ± 10 %) de l’animalerie. Un cycle lumineux standard à été mis en place 
(lumière allumée de 7 h à 19 h). La nourriture (Granovit AG, Kaiseraugst, Suisse) et l’eau 
étaient disponibles ad libitum sur toute la durée de l’étude. Après la période de stabulation, les 
animaux ont été répartis aléatoirement dans les différents groupes de traitement. Le jour de la 
première injection du composé pharmacologique par voie IP a été noté Day 1 (D1). Les 
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groupes expérimentaux étaient formés de 5 animaux par genre et par traitement pour chaque 
point de prélèvement (D3, 73 et 136). Les effectifs et la composition des groupes sont 
récapitulés dans le Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Les animaux ont été pesés de 
anière hebdomadaire durant toute la durée de l’expérimentation.  
 
 

II.1.1.2. Élevage des animaux reproducteurs  
 
Les animaux reproducteurs à l’origine des souriceaux utilisés dans la cohorte juvénile ont été 
commandés auprès du même fournisseur. A leur arrivée au laboratoire, les femelles de 
7 semaines ont été réparties dans des cages d’habituation à raison de 5 animaux par cage alors 
que les mâles, anciens reproducteurs, âgés de 8 mois ont été maintenus dans des cages 
individuelles durant toute la durée de la stabulation. Un marquage individuel à permis 
l’identification de chaque animal. Comme pour les animaux adultes, une période de 7 jours a 
été respectée avant toute expérimentation afin de permettre aux animaux de s’acclimater aux 
conditions de température (22 ± 2 °C) et d’humidité (55 ± 10 %) de l’animalerie. Un cycle 
lumineux standard a été mis en place (lumière allumée de 7 h à 19 h). La nourriture (Granovit 
AG, Kaiseraugst, Suisse) et l’eau étaient disponibles ad libitum sur toute la durée de l’étude. 
A l’issue de la période de stabulation, les femelles ont été mises en accouplement à raison de 
2 femelles par mâle, dans la cage du mâle. Les femelles sont restées en contact avec le mâle 
jusqu’à observation manifeste de signes de gestation puis ont été isolées en cage individuelle. 
Le jour de naissance des souriceaux a été noté Post Natal Day 0 (PND0). Ce jour-là, les 
portées ont été réduites à 6 souriceaux. L’identification individuelle, le sexage et le suivi des 
jeunes ont commencé à PND3. Les souriceaux ont alors été répartis aléatoirement dans un des 
5 groupes de traitement afin d’obtenir l’effectif le plus harmonieux par genre et par traitement 
pour chaque point de prélèvement (PND11, 26, 73 et 136). L’organisation de ces effectifs est 
récapitulée dans le Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Les animaux ont été pesés 
quotidiennement entre PND3 et PND25, puis deux fois par semaine jusqu’à l’âge de 2 mois et 
enfin de manière hebdomadaire jusqu’à la fin de l’expérimentation. Les jeunes ont été 
maintenus avec leur mère jusqu’au sevrage à PND28, mâles et femelles d’une même portée 
ont alors été séparés dans des cages d’élevage pouvant contenir jusqu’à 5 animaux. Les 
procédures utilisées quant à la manipulation des animaux ont été approuvées par le comité 
d’éthique de l’École Nationale Vétérinaire de Maisons-Alfort (Autorisations 
n° APAFIS#13038-2018011509088600 du 23 août 2018).  
  
 

II.1.1.3. Effectifs 
 
Pour ces expérimentations, la cohorte adulte était constituée de 60 mâles et 60 femelles âgés 
de 8 semaines en début d’expérimentation, soit 15 animaux de chaque genre pour chaque 
traitement (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Ces 15 animaux correspondent à un 
effectif de 5 individus à chacun des trois points de prélèvement D3, 73 et 136. 
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Les dosages et analyses histochimiques ont été réalisées sur l’ensemble des animaux de la 
cohorte soit un effectif de 5 animaux par genre, par traitement et par point de prélèvement. 
 
Les tests de comportement individuel ont été réalisés sur 40 animaux soit 5 animaux par genre 
et par traitement pour chacun des temps D73 et D136. 
 
La cohorte juvénile a été constituée à partir de 14 souris mâles et 28 femelles adultes ayant 
donné naissance à 280 souriceaux. Le groupe témoin a été composé de 28 femelles et 
28 mâles afin de respecter un effectif final de 7 souriceaux par genre, par traitement et par 
point de prélèvement. 
 
Comme pour la cohorte adulte, les analyses histochimiques ont été réalisées sur un effectif de 
5 animaux par genre, par traitement et par point de prélèvement. 
 
Les tests sensorimoteurs ont été appliqués à l’ensemble des souriceaux jusqu’à PND11. 
210 animaux ont été testés sur l’ensemble du panel de test sensori-moteur jusqu’à PND26.  
 
Le comportement maternel a été évalué sur l’ensemble des 28 femelles pour chacune de leurs 
portées, les femelles ayant eu jusqu’à 3 portées pour constituer l’ensemble de la cohorte. 
 
Le comportement individuel adulte a été évalué sur un effectif global de 7 animaux par genre 
et par traitement pour les points de prélèvement PND73 et PND136 (voir Erreur ! Source du 
renvoi introuvable.). 
  



 

Thèse Jean-Daniel Masson 123 

 
 
 

Tableau 10 : Distribution des animaux dans les différents groupes de traitement pour les cohortes adultes et juvéniles 
 

  

  Cohorte juvénile     Cohorte adulte 

 Groupe (mg HCQ/kg) 
  

Groupe (mg HCQ/kg) 

 0 
 

15 
 

30 
 

50 
 

70 
  

0 
 

30 
 

50 
 

70 

  mâles femelles   mâles femelles   mâles femelles   mâles femelles   mâles femelles     mâles femelles   mâles femelles   mâles femelles   mâles femelles 

                            
  

Nombre d'animaux 
 

28 28 
 

30 26 
 

28 28 
 

28 28 
 

27 29 
 

  15 15 
 

15 15 
 

15 15 
 

15 15 

                 
  

           
Nombre de portées 

 
27 28 

 
29 26 

 
28 28 

 
28 28 

 
26 28 

 
  

           
Nombre de souriceaux par portée 

 
6 6 

 
6 6 

 
6 6 

 
6 6 

 
6 6 

 
  

           
Nombre d'animaux testés jusqu'à PND25 

 
21 21 

 
23 19 

 
21 21 

 
21 21 

 
20 22 

 
  

           
Nombre de portées testées jusqu'à PND25 

 
21 21 

 
22 19 

 
21 21 

 
21 21 

 
19 21 

 
  

           
                 

  
           

Nombre d'animaux testés à PND73 
 

7 7 
 

9 6 
 

7 7 
 

7 7 
 

6 8 
 

  5 5 
 

5 5 
 

5 5 
 

5 5 

Nombre de portées testées à PND73 
 

7 7 
 

9 6 
 

7 7 
 

7 7 
 

6 7 
 

  
           

Nombre d'animaux testés à PND136 
 

7 7 
 

7 7 
 

7 7 
 

7 7 
 

7 7 
 

  
           

Nombre de portées testées PND136 
 

7 7 
 

7 7 
 

7 7 
 

7 7 
 

7 7 
 

  5 5 
 

5 5 
 

5 5 
 

5 5 
Période d'évaluation du développement 
sensori-moteur  

PND3 à PND26 
 

  
           

période d'évaluation du comportement 
individuel à l’âge adulte  

La semaine précédant PND73 et PND136 
 

  La semaine précédant D73 et D136 

Points de prélèvement 
 

PND11 ; PND26 ; PND73 ; PND136 
 

  D3 ; D73 ; D136 
                                                          

 
D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte) 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
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II.1.2. Exposition à l’hydroxychloroquine 
 
Dans ce travail, nous avons choisi, pour plusieurs raisons évoquées ci-après d’évaluer la 
faisabilité technique d’un traitement pharmacologique pour perturber l’autophagie des souris 
sur une période prolongée. Il nous est apparu, lors de la conception du protocole de ces 
études, que les modèles génétiques existant n’étaient pas nécessairement les plus adaptés pour 
répondre aux questions posées. En effet, les modèles génétiques les plus communs 
d’invalidation de gènes Atg présentent des désavantages flagrants incompatibles avec les 
expérimentations envisagées. Sur l’ensemble des gènes contrôlant l’autophagie, 14 ont été 
invalidés chez la souris. Cependant, étant donné l’importance du processus au sein de 
l’organisme, beaucoup de ces modèles ne sont pas viables, les animaux produit mourant in 
utero ou après quelques jours de vie et interdisant de fait des études sur une durée prolongée. 
Les animaux viables, quant à eux, peuvent présenter des phénotypes anormaux pouvant 
interférer avec les expérimentations envisagées (Kuma, Komatsu & Mizushima, 2017). Par 
exemple, les souris déficientes pour les gènes Atg5 et Atg7 ne sont pas viables au-delà de 
quelques jours. Lorsque cette déficience est cantonnée aux seules cellules de la lignée 
myéloïde, les souris Atg7 CKO présentent une déficience de l’élagage synaptique se 
traduisant par des troubles du comportement social des jeunes animaux (Kim et al., 2017) 
alors que les souris Atg5 CKO présentent une accumulation protéique anormale au niveau des 
neurones, accompagnée d’une neuro-dégénération progressive et d’un déficit de la fonction 
motrice (Hara et al., 2006).  
 
 

II.1.2.1. Choix du composé pharmacologique 
 
L’hydroxychloroquine (HCQ), utilisée pour l’ensemble de cette étude a été sélectionnée pour 
plusieurs raisons. La plus importante étant que cette molécule est couramment citée comme 
inhibiteur de l’autophagie à utiliser comme contrôle positif lors de l’évaluation du flux 
autophagique (Klionsky et al., 2021). En effet, la HCQ est une base faible diprotique, 
totalement soluble et attirée par les compartiments acides, la molécule est dite 
« lysosomotrope », c’est-à-dire qu’elle a une affinité pour les lysosomes dont elle va perturber 
l’action. Sous sa forme non protonée, elle a la capacité de franchir les membranes cellulaires. 
Une fois dans le lysosome, son caractère diprotique lui permet de désacidifier le 
compartiment lysosomal par captation de deux proton (Al-Bari, 2015). La désacidification 
peut avoir deux conséquences : soit la fusion avec un autophagosome n’aura pas lieu 
(Kaufmann & Krise, 2007; Mauthe et al., 2018), soit la fusion aura lieu, mais 
l’autophagolysosome qui en résulte ne verra pas son pH diminuer de manière suffisante a 
assurer l’action des hydrolases acides. Dans les deux cas, le mécanisme autophagique ne sera 
pas en mesure d’assurer sa fonction normale de détoxification.  
 
La HCQ, comme la CQ, sont deux composés utilisés comme traitement curatif ou préventif 
contre la malaria sous forme de comprimés vendus sous les noms commerciaux Plaquenil, 
Axemal, Dolquine et Quensyl. La HCQ possède des propriétés anti-inflammatoires utilisées 
pour le traitement de la polyarthrite rhumatoïde et du lupus érythémateux. Cette molécule est 
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largement utilisée en médecine moderne et très étudiée, notamment en cancérologie ou dans 
le cadre du traitement du Covid-19. Or un certain nombre de patients atteints de MFM ont 
reçu ce type de traitement pour prévenir de la malaria lors de voyages à l’étranger. L’intérêt 
de ce composé est la réversibilité de son action dès l’arrêt du traitement par simple action de 
la pompe à protons des lysosomes où la HCQ s’est accumulée. Cependant, la dose à 
administrer aux animaux doit être sélectionnée avec soin car la CQ comme la HCQ sont des 
composés toxiques dont la surdose est impliquée dans l’apparition de troubles tels que des 
myopathies vacuolaires (Jiang et al., 2014; Nalbandian et al., 2015), rétinopathies (Rabin & 
Ramirez, 2019), cardiomyopathies et neuromyopathies (Al-Bari, 2015). La HCQ diffère de la 
CQ par un unique groupe hydroxyle mais cette subtile différence permet au composé d’être 
trois fois moins toxique que son homologue (McChesney, 1983; Wolf, Wolf & Ruocco, 
2000).  
 
 

II.1.2.2. Protocole d’exposition et doses choisies  
 
Le protocole d’exposition à la HCQ a dû être adapté de la bibliographie existante car aucune 
étude de cette durée n’a pu être trouvée avec un protocole opérationnel dans la littérature. En 
effet, de nombreuses études ont utilisé une injection unique afin d’observer les effets produits 
quelques heures après cette injection (Iwai-Kanai et al., 2008; Haspel et al., 2011; Vodicka et 
al., 2014). Les études plus longues se sont étendues sur plusieurs jours ou semaines et n’ont 
pas dépassé 8 semaines, au maximum (Jiang et al., 2014; Nalbandian et al., 2015). Les 
injections ont alors été réalisées de manière quotidienne ou 5 jours par semaine. Cependant, la 
HCQ peut avoir une durée de demi-vie plasmatique très variable en fonction de la dose reçue, 
pouvant aller jusqu’à 50 jours (Ochsendorf, 2010). Il nous est alors paru possible de mettre en 
place un calendrier d’injection plus léger afin de ne pas nuire aux animaux tout en maintenant 
la dose globale injectée. Notons que la HCQ peut être administrée par voie IP ou par gavage 
des animaux. Le gavage n’a pas été envisagé afin de réduire au maximum le stress des 
animaux, qui pourrait nuire à leurs performances lors des tests comportementaux réalisés et 
parce que les animaux juvéniles sont trop petits pour envisager cette méthode sans risque.  
 
Chez la souris, CQ et HCQ ont été utilisées à des doses variables, comprises entre 10 et 
80 mg/kg. Un traitement à 10 mg/kg de CQ en 5 injections IP par semaine sur 8 semaines 
(soit un total de 50 mg hebdomadaire) permet de bloquer l'autophagie mais endommage les 
muscles des souris (Jiang et al., 2014). En effet, les composés peuvent induire des crises chez 
les individus prédisposés et causer une myotoxicité due à l’accumulation de la drogue dans les 
vacuoles des myofibrilles des muscles striés. Cette myopathie, qui affecte les muscles 
proximaux et peut être accompagnée d’une neuropathie périphérique est habituellement 
résolue avec l’abandon du traitement (Rodriguez-Caruncho & Bielsa Marsol, 2014). D’un 
autre coté, un traitement moins intensif pourrait ne pas bloquer l'autophagie car l'activité 
musculaire a la capacité de restaurer l'activité autophagique inhibée par la chloroquine (Jiang 
et al., 2014). Une dose de 60 mg/kg de CQ est nécessaire pour perturber l’autophagie 
hépatique en une seule injection chez l’animal adulte (Haspel et al., 2011) et le seuil maximal 
permettant de ne pas induire de rétinopathie semble être de 7,8 mg/kg de HCQ chez l'homme 
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soit une équivalence de 96 mg/kg chez la souris (Mackenzie, 1983). De plus l’inhibition de 
l’autophagie chez les très jeunes animaux est délétère sur le plan énergétique notamment au 
niveau du foie et du cœur, ce qui conduit généralement à une mort précoce (Kuma et al., 
2004). Le choix de la dose de composé à utiliser n’est donc pas un choix évident découlant de 
données bibliographiques étant donné les différences de cinétique interindividuelle et organe 
dépendant de la HCQ (Vodicka et al., 2014) et le manque de données sur la cinétique de ce 
composé à long terme.  
 
Afin de pallier à ce manque d’information, nous avons choisi de reproduire chez la souris, le 
calendrier prophylactique humain contre la malaria. Ce calendrier produit par le CDC 
recommande la prise hebdomadaire de deux comprimés de 200 mg de Plaquenil® (Sanofi-
Aventis, Gentilly, France), contenant 155 mg de HCQ pour un adulte. Ce traitement est 
habituellement maintenu sur la durée d’exposition potentielle à la maladie et peut-être 
prolongé en cas de besoin avec cependant une recommandation d’examen oculaire en cas de 
traitement supérieur à 5 ans.  
 
Considérons le poids moyen d’un homme à 75 kg. Cet homme reçoit un total hebdomadaire 
de HCQ de 310 mg soit une dose d’environ 4,1 mg/kg de poids corporel. A ce chiffre 
s’applique une correction allométrique permettant d’extrapoler la dose équivalente chez la 
souris (x 12,3). Ce facteur de correction, issus des pratiques vétérinaires, reflète les 
différences de métabolisme entre différentes espèces par la comparaison de leurs surfaces 
corporelles (Sharma & McNeill, 2009). La dose équivalente à la dose humaine applicable aux 
souris pour prendre en compte leur différence de métabolisme est donc d’environ 50 mg/kg de 
poids corporel. Cette dose étant tout à fait cohérente avec les études faites chez les rongeurs 
sur des temps plus courts, celle-ci a été conservée comme dose de référence. Une dose 
supérieure de 70 mg/kg a été déclinée de la dose de référence afin de pallier à une éventuelle 
résistance des souris au traitement. Deux doses inférieures, 30 et 15 mg/kg ont également été 
produites afin de prévenir d’éventuels dommages si les animaux devaient se montrer 
particulièrement sensibles au traitement, en particulier la dose 15 mg/kg développée pour 
l’étude des souriceaux, potentiellement plus sensibles que les animaux adultes puisque pas 
encore totalement développés. Les solutions injectées aux animaux ont été préparées le jour 
même de l’injection, à partir de poudre de Paquenil® diluée dans du sérum physiologique, 
après avoir pesé les animaux afin d’adapter la concentration en HCQ pour injecter un volume 
constant de 25 µl, entre PND6 et PND21, 100 µl entre PND22 et PND35 puis 200 µl pour les 
souris adultes. 
 
Un calendrier d’injection à fréquence dégressive a été mis en place afin de limiter le nombre 
d’injections totale reçues par les animaux, pour des raisons éthiques, tout en maintenant les 
conditions les plus favorables possible pour l’efficacité du traitement. Les expérimentations 
ont duré 4 mois chacune et les injections rapprochées en début d’expérimentation, afin de 
permettre une action rapide de la HCQ, ont rapidement été espacées pour ne garder qu’une 
injection hebdomadaire basée sur le calendrier prophylactique humain afin de garder un 
niveau stable de HCQ dans l’organisme. Les animaux adultes ont ainsi été injectés à D1, 2, 6, 
10 puis une fois par semaine alors que les animaux juvéniles ont été injectés à PND6, 10, 14, 
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21 puis une fois par semaine. Les doses et calendrier d’injection sont résumés ci-dessous 
(Tableau 11).  
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Tableau 11 : Doses de HCQ utilisées et calendrier d'injection en fonction de 
l'expérimentation 

 
Cohorte Doses HCQ Calendrier d’injection IP 
Juvénile 15, 30, 50, 70 mg HCQ/kg PND6, 10, 14, 21 puis 1/semaine 
Adulte 30, 50, 70 mg HCQ/kg D1, 2, 6, 10 puis 1/semaine 

 
 

II.1.3. Dosage de l’accumulation sérique de l’hydroxychloroquine 
 

II.1.3.1. Introduction 
 
Afin de s’assurer de la présence de la HCQ dans le sérum des animaux et de surveiller son 
accumulation au cours du temps, un dosage sérique a été réalisé chez les animaux adultes (les 
jeunes animaux n’ayant pas un volume sanguin permettant l’analyse). Ces dosages ont été 
effectués après deux injections (D3), pour contrôler la présence rapide du traitement au niveau 
sanguin puis deux et quatre mois après le début de l’expérimentation (D73 et D136) afin 
d’évaluer l’accumulation du composé. Ces dosages ont été réalisés à l’hôpital Cochin (AP–
HP, 75014 Paris, France).  
 
 

II.1.3.2. Dosages 
 
Les analyses ont été faites par chromatographie liquide de haute performance (HPLC), selon 
une adaptation de la méthode décrite par (Qu et al., 2015). Le sang a été laissé à température 
ambiante 30 min après échantillonnage pour permettre la coagulation. Il a ensuite été 
centrifugé 10 min à 1000g afin de séparer le sérum des autres constituants. Les échantillons 
ainsi produits ont été conservés à -80 °C avant dosage.  
 
En résumé, après précipitation des protéines, la HCQ et ces métabolites, la 
desethylhydroxychloroquine et la desethylchloroquine ont été séparés sur colonne XTerra 
phenyl® utilisant les propriétés de rétention de la silice. L’analyse a été réalisée par 
chromatographie liquide en fluorescence à 380 nm après excitation à 320 nm et la 
quantification par utilisation d’une courbe d’étalons internes préparés pour l’occasion. Les 
précisions intra-day et inter-day fluctuent de 4,3 à 10,3 % et la limite de quantification 
inférieure de cette méthode est de 25 ng/ml. 
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II.1.4. Analyses histochimiques : évaluation de l’impact du traitement sur le 
flux autophagique 

 
II.1.4.1. Introduction 

 
Le flux autophagique est un processus complexe à étudier in vivo en raison de sa dynamique. 
La plus importante revue sur le sujet définit les différentes méthodes disponibles pour y 
parvenir en précisant les points forts et les limites de chaque méthodes (Klionsky et al., 2021). 
Parmi les méthodes principales, la microscopie électronique peut être utilisée afin d’observer 
directement les autophagosomes présents dans le cytoplasme. L’analyse peut également se 
faire par western blot, immuno-histochimie et chromatographie en flux par suivi des protéines 
majeures de l’autophagie telles que LC3 et SQSTM1/p62.  
 
L’une des méthodes les plus utilisées dans la littérature est l’analyse par western blot. Cette 
méthode a l’avantage d’être simple à réaliser mais nécessite différents contrôles afin 
d’interpréter les résultats sans ambigüité (Mizushima & Yoshimori, 2007; Barth, Glick & 
Macleod, 2010; Klionsky et al., 2021). Premièrement, un anticorps dirigé contre une seule des 
isoformes de la protéine LC3 doit être sélectionné afin de ne pas perturber la lecture des 
données par un marquage aspécifique. Deuxièmement, le marquage de LC3 permettant 
d’évaluer la présence d’autophagosomes dans les cellules ne doit pas être réalisé seul. Afin de 
pouvoir distinguer une activation de l’autophagie d’une inhibition de la dégradation des 
composés séquestrés (voir III.2.4. de la section contexte et problématique), la quantification 
de LC3 doit être couplée à une quantification de SQSTM1/p62, permettant ainsi 
d’appréhender l’efficacité du flux autophagique. L’utilisation d’inhibiteur spécifique de 
l’autophagie par baisse de l’acidité du lysosome peut également être appliquée afin de 
produire un témoin positif de la situation de blocage tardif de l’autophagie. Ces précautions 
permettent, en principe, de faire la différence entre une activation (augmentation de LC3-II et 
du ratio LC3-II/LC3-I mais chute de la quantité de SQSTM1/p62) et une inhibition de la 
dégradation du cargo (augmentation de la quantité de LC3-II, du ratio LC3-II/LC3-I et de 
SQSTM1/p62).  
 
 

II.1.4.2. Protocole 
 

a) Préparation des tissus 
 
L’évaluation du flux autophagique par western blot a été réalisée dans le muscle tibial 
antérieur (TA), les ganglions lymphatiques, la rate, le foie et le cerveau afin de contrôler 
l’action globale du traitement. Les organes ont été prélevés aux jours PND11, 26, 73 et 136 
pour la cohorte juvénile et aux jours D3, 73 et 136 pour la cohorte adulte. Les animaux ont été 
sacrifiés par décapitation à PND11 et par dislocation cervicale aux autres points 
d’échantillonnage. Les organes ont été prélevés aussi rapidement que possible et congelés en 
azote liquide puis stockés à -80 °C.  
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b) Extraction protéique 
 
Au moment de l’analyse, les organes ont été décongelés par homogénéisation dans un tampon 
de lyse RIPA (solution aqueuse de NaCl (S3014 - 150 mM) et Trisbase (T1503 - 50 mM) + 
1 % Triton (T8787), 0,1 % SDS (L-5750) et 0,5 % deoxycholate (D6750)) additionné d’un 
cocktail d’antiprotéase-antiphosphatase (Fisher Scientific, A32959, Illkirch, France) afin de 
conserver intactes les protéines extraites. La lyse chimique produite par le tampon RIPA a été 
complétée par une lyse mécanique des tissus dans un agitateur Precellys (Bertin Instruments, 
Montigny-le-Bretonneux, France) par utilisation de billes en céramique. Après l’étape de lyse, 
l’extrait protéique a été débarrassé des potentielles impuretés restantes par centrifugation 
30 min à 14 000 rpm. Le surnageant a été conservé et une sonication de 10 sec lui a été 
appliquée afin de détruire l’ADN présent et augmenter la fluidité de l’extrait. Les protéines 
présentes ont été quantifiées grâce au kit BCA Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Fisher 
Scientific, 23225, Illkirch, France). Les protéines ont ensuite été standardisées à une 
concentration de 1 mg de protéine par ml en solution de Leammli. Cette solution permettant 
tout à la fois de dénaturer les protéines en les chargeant négativement après 5 min à 95 °C, de 
faciliter le dépôt de l’échantillon lors de la migration et de voir sa progression dans le gel.  
 
 

c) Quantification des protéines majeures de l’autophagie 
 
L’expression des protéines LC3-I, LC3-II et SQSTM1/p62 a été évaluée par western blot. Le 
matériel utilisé était une cuve de migration Xcell4 Surelock tank (Life Technology SAS, 
WR0100, Courtaboeuf, France) utilisant un tampon de migration NuPAGE™ MES SDS 
Running Buffer (20X) (Invitrogen™, NP000202, Illkirch, France) et des gels précoulés de 
grand format NuPAGE™ 10 % Bis-Tris Midi Protein Gels (Invitrogen™, WG1203BOX, 
Illkirch, France) permettant d’accueillir 25 échantillons ainsi qu’un marqueur de poids 
moléculaire. Cette taille de gel était indispensable afin de pouvoir analyser l’ensemble des 
groupes expérimentaux sur un unique gel et permettre ainsi une analyse plus fiable des 
résultats. Un volume constant d’échantillons de 10 µl à 1 mg de protéines par ml a été déposé 
et soumis à une tension de 180 V jusqu’à sortie du front de migration hors du gel.  
 
Après migration, les protéines ont été transférées sur membrane de PVDF par utilisation d’un 
système de transfert semi-sec iBlot2 Dry Blotting System (Fisher Scientific, IB21001, 
Illkirch, France) et de kits de transfert iBlot™ 2 Transfer Stacks (Invitrogen™, IB24001, 
Illkirch, France). Le bon déroulement du transfert a été attesté par utilisation de rouge 
Ponceau afin de s’assurer de la présence de protéines sur les membranes avant l’utilisation 
d’anticorps. 
 
Les membranes ont été saturées une heure dans une solution de gélatine de poisson (Sigma, 
G7765, Merck, Darmstadt, Allemagne) à 2,5 % afin de limiter le marquage aspécifique des 
anticorps sur la membrane. Après saturation, les marquages primaires ont été réalisés 
overnight à 4 °C avec des anticorps de lapin anti-LC3B (1:1,000; Life Technology, PA1-
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46286, Courtaboeuf, France) ou des anticorps de lapin anti-SQSTM1/p62 (1:3,000; Life 
Technology, PA5-20839, Courtaboeuf, France). 
 
Un lavage a été effectué avant le marquage secondaire de 60 min à température ambiante avec 
un anticorps anti-rabbit de chèvre couplé à la HRP (1:5,000; Santa Cruz, SC-2054, 
Heidelberg, Allemagne). Un anticorps primaire de souris anti-béta-actine pré-couplé à la HRP 
(1:10,000; Santa Cruz, SC-47 778 HRP, Heidelberg, Allemagne) a été utilisé pour marquer la 
protéine de normalisation. 
 
Les protéines ont été visualisées par utilisation d’une solution de révélation par 
chimioluminescence (SuperSignal™ West Femto ; Fisher Scientific 34096, Illkirch, France) 
dans une machine de révélation Azure C600 (Azure Biosystems, Inc., Dublin, Ohio, USA). 
Les clichés des membranes ont été enregistrés et analysés par le logiciel ImageJ (V1.53i 
Wayne Rasband and contributors, National Institute of Health, USA) (Schneider, Rasband & 
Eliceiri, 2012) intégré au logiciel Icy (V 2.1.4.0 BioImage Analysis unit, Institut Pasteur, 
France) (de Chaumont et al., 2012). Afin de pouvoir comparer les niveaux d’expression 
protéique, la quantification de chaque protéine par l’option Gel Analyzer a été divisée par la 
quantité de béta-actine présente dans l’échantillon afin de standardiser les données.  
 
 

II.1.5. Évaluation du développement sensori-moteur 
 

II.1.5.1. Introduction 
 
Le développement du comportement moteur résulte d’interactions complexes entre des 
mécanismes génétiques et les effets de stimuli externes précoces (Jamon & Clarac, 1998). 
Contrairement à certains animaux comme le cobaye, qui est une espèce dite « précoce », en 
raison de la mise en place des fonctions motrices de base dès la naissance, la souris fait partie 
des mammifères dits « non précoces », car à la naissance son organisme général et son 
système nerveux en particulier sont immatures (Fox, 1966). À la naissance, la souris possède 
des aptitudes sensorielles et motrices très limitées et n’est pas capable d’assurer elle-même le 
maintien de sa température corporelle. Elle est de ce fait complètement dépendante de sa mère 
au début de la vie. Le souriceau nouveau né n’est capable que de quelques activités 
spécifiques telles vocaliser, téter, et rouler sur le côté. Ses mouvements ne sont pas 
coordonnés, sa sensibilité tactile n’est pas complètement développée et ses canaux auditifs 
comme ses yeux sont encore fermés.  
 
En tant que mammifère « non précoce », ayant un développement sensori-moteur post-natal 
au même titre que l’Homme, le chien, le chat ou le rat, la souris est un bon modèle pour 
l’étude de la maturation des fonctions cérébrales. En effet, la mise en place des fonctions 
essentielles du cerveau durant la période périnatale afin d’aboutir aux fonctions neuronales 
essentielles à la survie de l’organisme est, comme chez l’Homme (McCain, Mustard & 
Shanker, 2007), très sensible à la présence de substances chimiques pouvant affecter la 
plasticité des réseaux neuronaux (Johnston et al., 2009). Des défauts dans le processus de 
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maturation à un stade précoce pourrait impacter la santé physique et mentale à long terme 
ainsi que le comportement et l’apprentissage (Andersen, 2003). L’observation du jeune 
animal par des tests standardisés et non invasifs permet d’évaluer facilement la maturation de 
son système nerveux et de mettre en évidence des facteurs de perturbation de son 
développement. Le but de ces tests est d’établir des relations simples entre l’évolution des 
réactions motrices ou sensorielles des animaux et l’ontogenèse de leur système nerveux. Les 
animaux utilisés dans la cohorte juvéniles ont donc été soumis à un ensemble de tests 
classiques proposés par Fox (Fox, 1965) et couvrant la période allant de la naissance au 
sevrage.  
 
 

II.1.5.2. Considérations méthodologiques 
 
Le nombre de souriceaux n’est pas constant à la naissance. Ces variations peuvent influer sur 
la croissance et le développement des animaux et rendre difficile la comparaison de la 
performance de chaque individu. Pour limiter ce facteur de variation et permettre une 
croissance homogène de chaque individu d’une même portée, nous avons choisi de réduire à 6 
le nombre de souriceaux par portée le jour même de la naissance. Cependant, cette pratique 
peut avoir des conséquences sur le comportement maternel et influencer alors le bon 
développement des jeunes restants. Ainsi, parallèlement à l’expertise des jeunes, nous avons 
évalué le comportement maternel par la mise en place de deux tests permettant d’observer la 
qualité des soins apportés par la mère et les interactions mère-jeunes. Le poids des souriceaux 
a quant à lui été suivi quotidiennement dès le 3ème jour de vie post-natale.  
 
L’observation d’une réaction motrice nécessite de définir des paramètres précis de 
déclenchement de la réaction, d’attestation que la réaction a eut lieu et d’exploitation des 
résultats. En effet, le matériel utilisé, l’heure du test dans le cycle d’activité de l’animal, 
l’ambiance lumineuse et la température de la salle d’expérimentation ou la durée de 
séparation entre la mère et les jeunes sont autant d’éléments qui peuvent influencer les 
résultats obtenus. D’autre part, les animaux peuvent être, en fonction du test considéré, testés 
une seule fois ou de manière répétée, ce qui peut modifier le comportement de l’animal, à 
cause de la fatigue ou d’un effet d’apprentissage, même sur de très jeunes animaux. Enfin, la 
réussite ou l’échec à une épreuve doit être défini à partir d’un paramètre précis, mais objectif, 
facile à relever et représentatif de la réaction motrice testée. Les notes qualitatives définies par 
un indice sont donc moins pertinentes et plus dépendantes de l’expérimentateur que d’autres 
types de relevés. D’une manière générale, la durée réelle d’exécution du test semble être la 
variable la plus représentative de la performance de l’animal et la mieux adaptée à la mise en 
évidence de différences interindividuelles. 
 
Enfin, en termes de suivi des animaux, certains auteurs recommandent de suivre un lot 
d’animaux durant plusieurs jours alors que d’autres préconisent l’utilisation d’animaux 
différents chaque jour pour limiter d’éventuels biais induits par la manipulation répétée des 
animaux et l’effet d’apprentissage. Compte tenu des différences interindividuelles pouvant 
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exister au sein d’une même portée, il nous semblait plus approprié, pour les expériences 
menées, de tester quotidiennement l’ensemble des souriceaux de chaque portée. 
 
 

II.1.5.3. Procédures des tests 
 
L’ensemble des tests utilisés dans ce travail ont été décrits par Fox (Fox, 1965) et permettent 
l’évaluation du degré de maturation sensori-motrice du souriceau sur les trois premières 
semaines de vie. Le jour de la naissance est appelé PND0. Les tests ont été réalisés, pour la 
plupart, sur trois jours consécutifs. Ils ont été menés dans une pièce attenante à l’animalerie, 
suivant les mêmes conditions de température et d’humidité que la salle d’élevage. Ils ont été 
appliqués à l’ensemble des souriceaux de l’expérimentation. Une observation quotidienne des 
animaux a permis le suivi de leur évolution pondérale. Durant la réalisation des tests, les 
mères ont été isolées dans la salle d’élevage. Les tests ont été réalisés de manière à ce que la 
durée de séparation mère-jeunes ne dépasse pas 30 minutes. Un tableau récapitulatif des 
procédures relatives aux tests évaluant le développement sensorimoteur des jeunes et le 
comportement maternel est présenté à la fin de cette partie (Tableau 12 p. 150). 
 
 

II.1.5.4. Évaluation du développement locomoteur 
 

a) Test de retournement (righting reflex) 
 
Principe : Ce premier test effectué sur les souriceaux, permet d’évaluer le reflexe de 
retournement, fortement contrôlé par la maturation des structures labyrinthiques et permettant 
à l’animal de retrouver une position stable sur ses 4 pattes après une chute ou un déséquilibre.  
 
Procédure : Ce test, réalisé à PND3, 4 et 5 débute par le dépôt de l’animal sur une planche en 
bois (40 x 40 cm) couverte de feutrine, en position dorsale (Photo 4). Le souriceau est ensuite 
lâché, en prenant soin de ne lui donner aucune impulsion, et laissé libre de ses mouvements 
pendant une durée maximale de 3 minutes. Après avoir été lâchés, les animaux décrivent 
généralement des séries de balancements latéraux initiés par la tête. Ces mouvements latéraux 
peuvent conduire au rétablissement du souriceau sur ses pattes mais dans certains cas, le 
retournement peut ne pas être complet lorsque l’une des pattes postérieures reste sous 
l’animal. Cette manœuvre, appelée « pseudo-retournement », ne permet généralement pas au 
souriceau d’atteindre une position stable et favorise le déséquilibre ramenant l’animal en 
position initiale. 
 
Variables mesurées : Le temps mis par l’animal pour se retourner sur ses 4 pattes est 
enregistré. Le test est considéré comme étant réussi si le souriceau évalué arrive à se rétablir 
sur ses pattes en moins de 3 minutes.  
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Photo 4 : Test de retournement 
(Photographies personnelles réalisées à PND3 chez la souris)
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b) Test d’agrippement (grasping reflex)
 
Principe : Ce test permet de mesurer la présence d’un ré
présent chez le nourrisson humain.
fermeture de celle-ci (Koupernik & Dailly, 1972)
disparait avec l’âge. Chez la sou
importante pour accéder au lait maternel en s’agrippant au pelage de la mère.
 
Procédure : Le dispositif utilisé consiste en un plateau grillagé de (
5 mm) fixé à l’axe d’un moteur (
45 secondes et un rapporteur fixé à la structure permet de lire l’
l’horizontale. Un amas de coton disposé sous la structure permet d’amortir la chute du 
souriceau. Ce test est réalisé à PND4, 5 et 6. Au début du test, le plateau du dispositif est 
placé à l’horizontale et le souriceau est déposé au centre du plateau. Le moteur est alor
en marche, entrainant la rotation du plateau. Le glissement de l’animal engendré par le 
mouvement de rotation induit le r
au moment ou l’animal tombe du plateau. 
 
Variables mesurées : L’angle de chute est relevé. Le test est considéré comme étant réussi si 
l’angle de chute du souriceau évalué est supérieur ou égal à 90
 
 

 

(Photographie personnelle réalisée à PND4 chez la souris)
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Test d’agrippement (grasping reflex) 

t de mesurer la présence d’un réflexe bien connu car également 
présent chez le nourrisson humain. La stimulation de la paume de la main entraine la 

(Koupernik & Dailly, 1972). Ce réflexe présent dès la naissance 
disparait avec l’âge. Chez la souris, la motricité et la mobilité des membres antérieur
importante pour accéder au lait maternel en s’agrippant au pelage de la mère.

Le dispositif utilisé consiste en un plateau grillagé de (10 
oteur (Photo 5). Le plateau effectue une rotation de 360

secondes et un rapporteur fixé à la structure permet de lire l’angle du plateau par rappo
Un amas de coton disposé sous la structure permet d’amortir la chute du 

souriceau. Ce test est réalisé à PND4, 5 et 6. Au début du test, le plateau du dispositif est 
placé à l’horizontale et le souriceau est déposé au centre du plateau. Le moteur est alor
en marche, entrainant la rotation du plateau. Le glissement de l’animal engendré par le 
mouvement de rotation induit le réflexe d’agrippement afin d’éviter la chute. Le test s’arrête 
au moment ou l’animal tombe du plateau.  

gle de chute est relevé. Le test est considéré comme étant réussi si 
l’angle de chute du souriceau évalué est supérieur ou égal à 90°. 

Photo 5 : Test d'agrippement 
(Photographie personnelle réalisée à PND4 chez la souris)
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bien connu car également 
La stimulation de la paume de la main entraine la 

présent dès la naissance 
mobilité des membres antérieurs est 

importante pour accéder au lait maternel en s’agrippant au pelage de la mère.  

 x 16 cm, maillage 
Le plateau effectue une rotation de 360° en 

angle du plateau par rapport à 
Un amas de coton disposé sous la structure permet d’amortir la chute du 

souriceau. Ce test est réalisé à PND4, 5 et 6. Au début du test, le plateau du dispositif est 
placé à l’horizontale et le souriceau est déposé au centre du plateau. Le moteur est alors mis 
en marche, entrainant la rotation du plateau. Le glissement de l’animal engendré par le 

d’agrippement afin d’éviter la chute. Le test s’arrête 

gle de chute est relevé. Le test est considéré comme étant réussi si 

 

(Photographie personnelle réalisée à PND4 chez la souris) 
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c) Cliff avoidance 
 
Principe : Le but de ce test est d’évaluer la capacité de l’animal à éviter le vide. Il fait 
intervenir la force musculaire ainsi que la coordination des membres de l’animal.  
 
Procédure : Le dispositif est composé d’une plateforme en bois (L : 20 cm, l : 10 cm, h : 
10 cm) couverte de feutrine, surplombant un tapis de coton pour amortir la chute du souriceau 
(Photo 6). Ce test est réalisé à PND6, 7 et 8. L’animal est initialement positionné face au vide 
avec la tête et les deux pattes antérieures dans le vide. Deux essais d’une durée maximale de 
3 minutes sont menés successivement. Par peur du vide, le souriceau va tenter de se soustraire 
à la chute en faisant demi-tour ou en reculant pour se rétablir sur la plateforme.  
 
Variables mesurées : Le temps mis par l’animal pour se rétablir complètement sur la 
plateforme est enregistré. Seule la meilleure des deux performances est prise en compte. Le 
test est considéré comme étant réussi si le souriceau évalué arrive à se rétablir en moins de 
3 minutes.  
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(Photographies personnelles réalisées à PND8 chez la souris)
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Photo 6 : Cliff avoidance 
(Photographies personnelles réalisées à PND8 chez la souris)
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(Photographies personnelles réalisées à PND8 chez la souris) 
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d) Test de réaction antigravitaire (negative geotaxis) 
 
Principe : Ce test, comme le test de retournement, a pour but d’évaluer la réaction motrice 
mise en œuvre en réponse à une position inhabituelle dans l’espace. Pour se rétablir en 
position stable, un bon niveau de coordination des membres antérieurs est requis, nécessitant 
de fait une certaine maturité du système moteur. La maturation du système vestibulaire est 
ainsi mise en avant car ces structures, mises en place précocement, sont responsables de la 
détection du positionnement corporel dans l’espace (Norton & Kimler, 1987).  
 
Procédure : Le dispositif est composé d’une planche en bois (40 x 40 cm) couverte de 
feutrine et inclinée à 20° par rapport à l’horizontale (Photo 7). Cet angle est maintenu fixe car 
il conditionne directement la difficulté du test et pourrait transformer celui-ci en test 
d’agrippement. Le test de réaction antigravitaire est réalisé à PND8, 9 et 10. L’animal est 
placé sur la planche, tête vers le bas, et laissé libre de ses mouvements pour une durée 
maximale de 3 minutes. Le test s’arrête quand le souriceau a effectué une rotation de 180° lui 
permettant d’avoir la tête dirigée vers le haut. Comme pour le test de retournement, les 
mouvements du corps sont initiés par les mouvements de la tête. Des oscillations latérales 
accompagnées de poussées des membres antérieurs permettent à l’animal d’accomplir les 
premiers 90° de la rotation. L’instabilité de cette configuration nécessite un ajustement par 
rapport à la verticale qui sera plus rapide et plus précis au fur et à mesure des jours. 
 
Variables mesurées : Le temps mis par l’animal pour se rétablir à la verticale, tête vers le 
haut, est enregistré. Le test est considéré comme étant réussi si le souriceau évalué arrive à se 
rétablir en moins de 3 minutes.  
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(Photographies personnelles réalisées à PND8 chez la souris)
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Photo 7 : Réaction antigravitaire 
(Photographies personnelles réalisées à PND8 chez la souris)
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(Photographies personnelles réalisées à PND8 chez la souris)  
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e) Test de suspension 
 
Principe : Ce test, réalisé avant l’ouverture des yeux des souriceaux, permet l’évaluation de la 
force musculaire et de la résistance physique des 
 
Procédure : Le dispositif est composé d’un fil métallique de 0,5 mm de diamètre tendu entre 
deux montants à 20 cm du sol. Un matelas de coton est positionné sous le fil pour 
réceptionner l’animal lors de sa chute. Ce test est ré
placé face au fil, est lâché lorsque s
Le test se termine avec la chute du souriceau. Les animaux
ouverts restent pour la plupart suspendu
d’agripper le fil avec les pattes postérieures ou la queue. Ce test, s’il est réalisé avec d
animaux dont les yeux sont ouverts permet une analyse combinée de la force musculaire et de 
l’émotivité de l’animal. En effet, dans ce cas, les animaux peuvent «
pas dangereuse et se laisser tomber avant d’être fatigué
fortement dépendante de la hauteur du fil. Des observations sur les rats montrent une 
augmentation des performances des animaux à ce test jusqu’à PND20. Par la suite, le poids 
corporel tend à être un facteur limitant les pe
1979).  
 
Variables mesurées : Le temps écoulé entre le début du test et la chute du souriceau est 
enregistré.  
 

 

(Photographie personnelle réalisée à PND10 chez la souris)
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Ce test, réalisé avant l’ouverture des yeux des souriceaux, permet l’évaluation de la 
force musculaire et de la résistance physique des animaux (Nevins, Nash & Beardsley, 1993)

Le dispositif est composé d’un fil métallique de 0,5 mm de diamètre tendu entre 
deux montants à 20 cm du sol. Un matelas de coton est positionné sous le fil pour 
réceptionner l’animal lors de sa chute. Ce test est réalisé à PND10. L’animal

t lâché lorsque ses pattes antérieures agrippent fermement le fil (
ne avec la chute du souriceau. Les animaux, n’ayant pas encore les yeux 

ouverts restent pour la plupart suspendus au fil jusqu’à la chute bien que certains tentent
d’agripper le fil avec les pattes postérieures ou la queue. Ce test, s’il est réalisé avec d
animaux dont les yeux sont ouverts permet une analyse combinée de la force musculaire et de 
l’émotivité de l’animal. En effet, dans ce cas, les animaux peuvent « juger 
pas dangereuse et se laisser tomber avant d’être fatigués. La durée avant la chute devient alors 
fortement dépendante de la hauteur du fil. Des observations sur les rats montrent une 
augmentation des performances des animaux à ce test jusqu’à PND20. Par la suite, le poids 
corporel tend à être un facteur limitant les performances des animaux les plus lourds 

temps écoulé entre le début du test et la chute du souriceau est 

 

Photo 8 : Test de suspension 
(Photographie personnelle réalisée à PND10 chez la souris)
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Ce test, réalisé avant l’ouverture des yeux des souriceaux, permet l’évaluation de la 
sh & Beardsley, 1993).  

Le dispositif est composé d’un fil métallique de 0,5 mm de diamètre tendu entre 
deux montants à 20 cm du sol. Un matelas de coton est positionné sous le fil pour 

alisé à PND10. L’animal, initialement 
es pattes antérieures agrippent fermement le fil (Photo 8). 

n’ayant pas encore les yeux 
au fil jusqu’à la chute bien que certains tentent 

d’agripper le fil avec les pattes postérieures ou la queue. Ce test, s’il est réalisé avec des 
animaux dont les yeux sont ouverts permet une analyse combinée de la force musculaire et de 

 » que la chute n’est 
rée avant la chute devient alors 

fortement dépendante de la hauteur du fil. Des observations sur les rats montrent une 
augmentation des performances des animaux à ce test jusqu’à PND20. Par la suite, le poids 

rformances des animaux les plus lourds (Gelly, 

temps écoulé entre le début du test et la chute du souriceau est 

 

(Photographie personnelle réalisée à PND10 chez la souris) 
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f) Test de coordination locomotrice 
 
Principe : Dès qu’ils ont les yeux ouverts, les souriceaux explorent leur environnement avec 
une autonomie croissante. La motricité et la résistance physique des animaux augmentent 
rapidement durant cette phase et il est alors possible de mettre en place des tests de motricité 
plus complexes. Ce test de coordination permet ainsi de mettre en avant le sens de l’équilibre, 
la coordination des quatre membres et la résistance physique des animaux. Il est composé de 
plusieurs étapes associées à une activité physique particulière. La dépense énergétique totale 
peut être importante, aussi la fatigue des animaux peut influer sur les performances au test. 
 
Procédure : Le dispositif est composé d’un récipient cylindrique (h : 22 cm, diamètre : 30 cm) 
rempli au deux tiers d’eau tempérée (Photo 9). Une tige filetée (h : 32 cm, diamètre : 8 mm) 
au bout de laquelle se trouve un obstacle obstruant la montée, émerge au centre de l’eau. 
Autour de cette tige, à une hauteur de 20 cm au dessus du niveau de l’eau, se trouve une 
plateforme avec une ouverture circulaire de 80 mm. Ce test est réalisé à PND20, 23 et 26. En 
début de test, le souriceau est placé dans l’eau, face à la paroi du cylindre. L’animal 
commence alors à nager puis fini par trouver la tige filetée au centre du bassin et l’escalade, 
l’eau représentant pour lui un milieu aversif. L’escalade de la tige filetée dans un premier 
temps, puis le passage de la tige à la plateforme et le rétablissement sur la plateforme sont des 
étapes critiques dans la réussite à ce test puisque l’animal se retrouve dans une position 
instable. Le rétablissement sans chute à une position quadrupède normale sur la plateforme est 
une tâche nécessitant une parfaite coordination entre les 4 membres de l’animal (Essman & 
Jarvik, 1961). De manière générale, une chute est toujours suivie d’une nouvelle tentative 
pour atteindre la plateforme, seul endroit où l’animal peut se reposer. Le test se termine 
lorsque l’animal retrouve une position quadrupède sur la plateforme. La durée maximale du 
test est de 4 minutes. Chaque session a été filmée afin d’être analysée ultérieurement à l’aide 
d’un logiciel mis au point au sein du laboratoire et codé sur Python.  
 
Variables mesurées : Le temps mis par l’animal dans chacune des trois activités (temps de 
nage, temps d’escalade de la tige filetée, temps mis pour se rétablir sur la plateforme), ainsi 
que le temps total sont enregistrés. Le nombre de chutes est également relevé. Le test est 
considéré comme étant réussi si le souriceau évalué arrive à se rétablir sur la plateforme en 
moins de 4 minutes. 
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Photo 

(Photographies personnelles réalisées à PND23 chez la souris)
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Photo 9 : Test de coordination locomotrice 
(Photographies personnelles réalisées à PND23 chez la souris)
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(Photographies personnelles réalisées à PND23 chez la souris) 
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g) Open-field 
 
Principe : L’open-field ou test 
Ballachey, 1932) afin d’évaluer le niveau d’activité motrice et exploratoire d’un animal placé 
dans une situation nouvelle. 
d’information sur les réponses émotionnelles de l’animal. 
 
Procédure : Le dispositif est composé d’une enceinte cubique de 21 cm de coté, ouvert
son sommet. Le plancher est divisé en 9 cases de 7 cm de coté (
à PND25, en lumière rouge. Le souriceau est initialement placé dans la case centrale et laissé 
libre d’explorer son environnement durant 5 minutes.
un dépouillage ultérieur des vidéos
codé sur Python. 
 
Variables mesurées : Le nombre total de cases 
(animal en position verticale en équilibre sur les pattes postérieures) sont enregistrés. 
 

 

(Photographie personnelle réalisée à PND25 chez la souris)
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ou test « en champ ouvert » a été mis au point en 1932 
afin d’évaluer le niveau d’activité motrice et exploratoire d’un animal placé 

dans une situation nouvelle. Chez le jeune animal, ce test n’est pas effect
d’information sur les réponses émotionnelles de l’animal.  

dispositif est composé d’une enceinte cubique de 21 cm de coté, ouvert
r est divisé en 9 cases de 7 cm de coté (Photo 10). Ce test est effectué 

à PND25, en lumière rouge. Le souriceau est initialement placé dans la case centrale et laissé 
libre d’explorer son environnement durant 5 minutes. La session est filmée et enregistrée
un dépouillage ultérieur des vidéos à l’aide d’un logiciel mis au point au sein du laboratoire

nombre total de cases traversées et le nombre de redressement
position verticale en équilibre sur les pattes postérieures) sont enregistrés. 

 

Photo 10 : Open-field 
(Photographie personnelle réalisée à PND25 chez la souris)
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a été mis au point en 1932 (Hall & 
afin d’évaluer le niveau d’activité motrice et exploratoire d’un animal placé 

Chez le jeune animal, ce test n’est pas effectué pour obtenir 

dispositif est composé d’une enceinte cubique de 21 cm de coté, ouverte en 
). Ce test est effectué 

à PND25, en lumière rouge. Le souriceau est initialement placé dans la case centrale et laissé 
session est filmée et enregistrée pour 

à l’aide d’un logiciel mis au point au sein du laboratoire et 

et le nombre de redressements 
position verticale en équilibre sur les pattes postérieures) sont enregistrés.  

(Photographie personnelle réalisée à PND25 chez la souris) 
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II.1.5.5. Évaluation du développement sensoriel 
 
Le système sensoriel a été évalué pour son rôle primordial dans la capacité d’un organisme à 
interagir avec son environnement (Cory-Slechta et al., 2001). 
 
 

a) Test de sursaut au bruit (auditory startle) 
 
Principe : La maturation du système nerveux auditif peut être mise en avant par une réaction 
motrice de sursaut à une brusque stimulation sonore. Le souriceau présente les composantes 
motrices mises en jeu avant l’apparition de la réaction au bruit, attestant de fait l’implication 
de l’ouverture du canal auditif et de la maturation des structures auditives dans la réaction de 
sursaut à la stimulation sonore. Cette réaction, à évolution très rapide, antérieure à l’ouverture 
des yeux, est un bon marqueur temporel du développement sensori-moteur des souriceaux. 
 
Procédure : Un stimulus sonore bref et intense est produit, grâce à un clicker d’entrainement, 
à proximité de l’animal à partir de PND11. S’il perçoit le son, l’animal testé réagit par un 
sursaut accompagné d’une extension de la tête et des pattes. Le test est reconduit jusqu’à ce 
que l’ensemble des animaux répondent de manière positive, généralement autour de PND14. 
 
Variables mesurées : Une note de 0 ou de 1 est attribuée en accord avec la réponse de 
l’animal évalué. Quand un animal obtient la note de 1, il n’est plus testé les jours suivants. 
 
 

b) Ouverture des yeux 
 
Principe : L’ouverture des yeux est un indice de maturation cérébrale facile à évaluer par 
simple observation de l’animal. 
 
Procédure : Les souriceaux sont observés quotidiennement avec une attention particulière 
pour les yeux autour de PND14 à PND16 (Photo 11).  
 
Variables mesurées : Un indice est attribué pour l’ouverture de chaque œil dont l’ouverture 
peut être décalée de 24 heures. Un indice de 0 est attribué à un œil fermé, 1 signifie que l’œil 
est en cours d’ouverture mais que la paupière n’est pas encore totalement ouverte (Photo 11 – 
milieu) et 2 est la note donnée à un œil totalement ouvert et bien rond (Photo 11 – bas). 
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Photo 

(Photographies personnelles réalisées entre PND14 et PND16 chez la souris)
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Photo 11 : Observation de l'ouverture des yeux 
(Photographies personnelles réalisées entre PND14 et PND16 chez la souris)
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(Photographies personnelles réalisées entre PND14 et PND16 chez la souris) 
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II.1.6. Évaluation du comportement maternel 
 

II.1.6.1. Introduction 
 
Le comportement de la mère vis-à-vis de sa progéniture est une composante importante pour 
le bon développement des souriceaux. Il est donc admis que les variations interindividuelles 
d’expression du comportement maternel modifient les réponses comportementales des jeunes 
durant leur développement ou à l’âge adulte. En tant qu’animaux « non précoces », les 
premiers jours de vie post-natale des souris sont une étape critique où la survie des souriceaux 
est totalement dépendante des soins prodigués par leur mère. Celle-ci doit les nourrir, leur 
apporter les soins nécessaires au maintien de leur température corporelle et les protéger de 
l’environnement. Après la naissance, l’activité la plus importante de la mère est de construire 
un nid et d’y regrouper les jeunes. Le comportement maternel général peut donc être 
appréhendé par ces deux composantes principales. Étant donné l’importance de l’impact d’un 
stress maternel sur la qualité des soins reçus par les jeunes et aux conséquences sur le 
développement (Burenkova, Aleksandrova & Zarayskaya, 2019; Reshetnikov, Ryabushkina & 
Bondar, 2020), nous avons évalué le comportement maternel via la qualité du nid construit 
pour les jeunes et la rapidité de ramassage des souriceaux. 
 
 

II.1.6.2. Procédures des tests 
 

a) Construction du nid (nest building) 
 
Principe : La construction de nid est un comportement exprimé par la mère dès la veille de la 
parturition et perdurant jusqu’à la prise d’autonomie des souriceaux. Ce test permet d’évaluer 
la qualité du nid construit par la mère pour abriter les petits.  
 
Procédure : Le test est appliqué à chaque mère à PND3, 6 et 8. Selon une technique établie 
(Kalueff et al., 2006), un matériau nécessaire à la construction du nid (carré de coton 
compressé) a été déposé dans la cage d’habitation et le nid déjà présent a été retiré. La mère 
va généralement déchiqueter le coton et le mélanger à la sciure de la cage pour façonner un 
nid de qualité autour des jeunes (Photo 12). 
 
Variables mesurées : La qualité du nid produit a été évaluée 1h, 2h et 24h après le début du 
test. Un indice a été attribué au nid sur une échelle à 3 points selon la méthode de Kalueff 
(2006). Un indice de 0 correspond à une absence de nid ou si l’animal n’a pas utilisé le 
matériau. Un indice de 1 signifie que le matériau a été utilisé mais que le nid produit n’est pas 
complet (Photo 12 – milieu). Un indice de 2 correspond à un nid circulaire entourant 
intégralement les souriceaux (Photo 12 – bas). 
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(Photographies personnelles réalisées à PND3 (haut et bas) et PND 8 (milieu) chez la souris)
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Photo 12 : Construction du nid 
(Photographies personnelles réalisées à PND3 (haut et bas) et PND 8 (milieu) chez la souris)
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(Photographies personnelles réalisées à PND3 (haut et bas) et PND 8 (milieu) chez la souris) 



Méthodologie 

Thèse Jean-Daniel Masson 148 

b) Test de ramassage des jeunes (retrieving) 
 
Principe : Le ramassage est un comportement naturel de la femelle allaitante. Lorsque l’un ou 
plusieurs des petits est éloigné du nid, la mère va le chercher afin de le ramener au nid, où les 
soins maternels sont généralement apportés (Photo 13).  
 
Procédure : Ce test est réalisé à PND4, 7 et 10. Avant le début du test, la mère est retirée de la 
cage, les jeunes y sont dispersés et le nid initialement présent est retiré. Un matériau 
permettant la construction du nid (carré de coton compressé) est déposé dans la cage puis la 
mère est réintroduite. Le comportement maternel est filmé durant 20 minutes pour une 
analyse ultérieure à l’aide d’un logiciel mis au point au sein du laboratoire et codé sur Python. 
 
Variables mesurées : Le temps de latence (durée écoulée avant que la mère ne saisisse le 
premier petit), le temps total de regroupement (durée mis par la mère pour regrouper tous les 
petits), le temps consacré aux jeunes (toilettage, regroupement, allaitement) et la présence ou 
non d’un nid au bout des 20 minutes (attribution d’un indice 0, 1 ou 2 similaire au test de 
construction de nid) sont enregistrés.  
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(Photographies personnelles réalisées à PND4 chez la souris)
 

 149 

Photo 13 : Test de ramassage des jeunes 
(Photographies personnelles réalisées à PND4 chez la souris)
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(Photographies personnelles réalisées à PND4 chez la souris) 
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Tableau 12 : Récapitulatif des tests de développement sensori-moteur et des tests du comportement maternel 
  

  

Tests Age 
Réflexe ou comportement 

évalué 

Procédure   

Variables relevées 
Limites 

expérimentales 
  Début du test Fin du test Temps 

Nombre 
d'essais 

Développement 
moteur 

Retournement PND3 4 5 
Réflexe impliquant les 

mécanorécepteurs du cou 
Souriceau placé sur le dos 

Souriceau en position 
quadrupède normale 

≤ 3 min 1 
 - Temps de 

retournement 
Placement initial de 

l'animal 

Agrippement PND4 5 6 
Agrippement des pattes 

antérieures 
Souriceau placé sur la 

plaque grillagée 
Chute   1  - Angle de chute   

Cliff avoidance PND6 7 8 Perception du vide 
Souriceau placé les deux 
pattes antérieures dans le 

vide 

Rétablissement sur la 
plateforme ou chute 

≤ 3 min 2 
 - Temps pour se 

rétablir sur la 
plateforme 

Placement initial de 
l'animal 

Réaction 
antigravitaire 

PND8 9 10 Perception de la gravité 
Souriceau placé la tête vers 
le bas sur un plan incliné à 

20° 

Rétablissement la tête 
vers le haut, corps à la 

verticale 
≤ 3 min 1 

 - Temps pour se 
rétablir la tête en haut 

  

Suspension PND10 Force musculaire 
Souriceau accroché au fil de 
fer par les pattes antérieures 

Chute   1  - Temps avant la chute 
Positionnement 
initial des pattes 

Coordination 
locomotrice 

PND20 23 26 
Coordination des 4 pattes 

Force musculaire, résistance 
physique 

Souriceau déposé dans l'eau 
face au cylindre 

Rétablissement sur la 
plateforme 

≤ 4 min 1 

 - Temps de nage, 
d'escalade, de 

rétablissement, temps 
total 

 - Nombre de chutes 

  

Open field PND25 Activité motrice 
Souriceau placé au centre du 

dispositif 
Fin des 5 minutes 5 min 1 

 - Nombre de cases 
totales parcourues 
 - Redressements 

  

Développement 
sensoriel 

Sursaut au bruit PND11 12 13 14 
Maturation du système 

auditif 
Émission d'un bruit sec et fort à proximité de l'animal 1 

 - Sursaut ou absence de 
réaction 

Variabilité sur 24 h 

Ouverture des 
yeux 

PND14 15 16 
Maturation du système 

visuel 
Observation 

 - Indice pour 
l'ouverture de chaque 

œil 
Variabilité sur 24 h 

Comportement 
maternel 

Construction du 
nid 

PND3 6 8 

Soin apporté aux jeunes 

Apport d'une feuille de 
coton 

      
 - Évaluation de la 

qualité du nid à trois 
temps 

  

Ramassage des 
jeunes 

PND4 7 10 
Souriceaux éparpillés dans 

la cage, retrait du nid et 
réintroduction de la mère 

Fin des 20 min 20 min   

 - Temps mis pour 
rassembler les petits, 

temps de soin 
 - Reconstruction d'un 

nid 

  

 
PND: Post Natal Day 
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II.1.7. Évaluation du comportement individuel à l’âge adulte 
 

II.1.7.1. Introduction 
 
Le comportement animal est un indicateur solide de l’état global des animaux. Il peut 
généralement être observé de manière non invasive et permet d’évaluer les effets de 
substances (drogues, médicaments, polluants) notamment sur le système nerveux central. 
L’observation d’effets sur le comportement est un pré-requis fondamental pour l’étude 
ultérieure des mécanismes biologiques, cellulaires et moléculaires qui sous-tendent ces 
altérations. L’observation comportementale est aujourd’hui appliquée de manière plus 
régulière et l’existence d’altérations comportementales résultantes de l’exposition à des 
substances chimiques est un concept important pour la compréhension des mécanismes de 
neurotoxicité (Lucchini et al., 2000). 
 
Le comportement d’un individu peut être défini comme « le mouvement d’un organisme dans 
un contexte spatio-temporel précis en réponse à des variables appelées stimuli » (Tilson, 
1987). Le comportement est donc la réponse physiologique d’un individu à l’intégration de 
divers signaux sensoriels, moteurs ou cognitifs par le système nerveux central. Une altération 
comportementale est donc un indicateur de perturbations induites au niveau de ce système. La 
principale difficulté repose sur le caractère éminemment complexe du comportement. Il existe 
en effet différents domaines comportementaux parmi lesquels les fonctions motrices et 
sensorielles, les fonctions cognitives complexes, les émotions ou les comportements sociaux 
(Slikker & Bowyer, 2005) qui apparaissent, de plus, pouvoir être interdépendants. Les 
fonctions cognitives peuvent, par exemple, impliquer des mécanismes d’apprentissage, de 
mémoire ou d’attention, compliquant leur évaluation qui peut, par ailleurs, être pratiquée avec 
un large panel de méthodes spécifiques à chaque tâche. Néanmoins, l’étude comportementale 
présente certains avantages non négligeables : sa mise en place est relativement simple et peu 
coûteuse et le caractère non invasif des techniques, permet de tester les animaux sur 
l’ensemble du panel souhaité. 
 
 

II.1.7.2. Considérations méthodologiques 
 
Les tests classiquement utilisés pour l’étude du comportement animal, et des rongeurs en 
particulier, reposent sur un principe simple : laisser l’animal libre d’explorer son 
environnement avec ou sans contrainte spécifique puis de relever des variables précises 
renseignant sur le registre comportemental souhaité. Cette situation génère, chez les rongeurs, 
un conflit entre un comportement exploratoire inné et la peur d’aller vers un environnement 
inconnu et potentiellement dangereux.  
 
Les dispositifs utilisés sont couramment appelés labyrinthes et ont beaucoup évolué depuis 
leur mise au point initiale. Les procédures utilisées sont grandement standardisées car un 
grand nombre de facteurs sont capables de faire varier les résultats. Parmi ces facteurs, des 
différences dans la construction même du labyrinthe (forme, matériaux, taille, couleur) ou les 
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procédures mises en œuvre (manipulation des animaux, moment de la journée, éclairage de la 
pièce, répétition des essais) peuvent être retrouvés. La validité de ces tests est importante pour 
l’extrapolation des résultats à l’Homme.  
 
Classiquement, chaque test est utilisé pour évaluer une composante comportementale (le 
niveau d’anxiété, l’activité motrice, etc.). Il faut cependant garder à l’esprit qu’une 
composante peut être évaluée par plusieurs tests, que l’activité locomotrice peut, par exemple, 
être évaluée dans la plupart des tests et que les différentes composantes sont toutes 
interdépendantes. En effet, le niveau d’anxiété influence grandement le niveau d’activité tant 
chez l’Homme que chez l’animal. Un animal stressé passera plus de temps immobile et inactif 
sans que ses capacités motrices réelles ne soient impactées.  
 
Dans les études réalisées ici, le comportement individuel a été évalué à l’âge adulte. Les deux 
cohortes d’animaux ont passé les mêmes tests, soit à partir de PND66 et PND129 pour la 
cohorte juvénile, soit à partir de D66 et D129 pour la cohorte adulte, ce qui correspond à une 
latence de 2 et 4 mois entre le début de l’expérimentation et les tests comportementaux. 
L’anxiété, l’activité locomotrice, la force musculaire et la résistance physique des animaux 
ont ainsi été testés. Pour cela, quatre tests successifs ont été mis en place, le grip strength 
(GS), le wire mesh hang (WMH), l’accelerating rotarod (AR) et l’open field (OF). 
 
 

II.1.7.3. Procédures des tests 
 
Toutes les expérimentations décrites ci-dessous ont été réalisées dans une pièce attenante à 
l’animalerie. Les tests ont tous été réalisés en matinée après avoir laissé les animaux 
s’acclimater à la température et à l’ambiance lumineuse de la pièce pendant 30 minutes. Entre 
chaque animal, les tests ont été soigneusement nettoyés avec une solution hydro-alcoolique à 
30 % d’éthanol. Pour éviter d’éventuels effets liés au passage de femelles sur le 
comportement des mâles (OF, AR), les expérimentations de la cohorte adulte ont été décalées 
afin que les mâles passent en test avant les femelles. Les mâles de la cohorte juvénile ont 
également été testés avant les femelles issues de la même portée. L’ordre de passage des 
animaux a été totalement randomisé entre les différents groupes afin de ne pas observer l’effet 
du cycle circadien sur l’activité des animaux. Un tableau récapitulatif des procédures relatives 
aux tests évaluant le comportement individuel est présenté à la fin de cette partie (Tableau 13 
p. 157).  
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a) Grip strength 
 
Principe : Le GS a été développé pour mesurer la force musculaire maximale des animaux 
testés (Maurissen et al., 2003). Ce test informe sur la force déployée lors d’un effort intense et 
de courte durée produit par les pattes avant ou par les quatre pattes simultanément.  
 
Procédure : Le dispositif utilisé était un appareil commercial modèle Bio-GS3 (Bioseb, 
France) couplé à un dispositif d’agrippement (barre en T pour les pattes avant ou grille pour 
les quatre pattes) (Photo 14). L’appareil se comporte comme un peson horizontal enregistrant 
la force maximale perçue lors de la traction. Ce test est réalisé à PND67 ou PND130 pour la 
cohorte juvénile et D70 ou D133 pour la cohorte adulte. Le test débute par le positionnement 
de l’animal les deux pattes avant sur la barre du T ou les quatre pattes sur la grille. L’animal 
est ensuite tiré progressivement vers l’arrière en le maintenant par la base de la queue. En 
réponse à cette traction, la souris testée exerce une brusque contraction de ses membres pour 
tenter de se soustraite à la préhension subie. Le test s’achève lorsque l’animal lâche le 
dispositif. Cinq essais successifs sont menés pour les deux mesures (pattes avant et quatre 
pattes).  
 
Variables mesurées : La force maximale déployée lors de chaque tentative est notée et seule la 
meilleure performance pour chacune des deux mesures (pattes avant et quatre pattes) est 
enregistrée.  
 

 
 

Photo 14 : Grip strength test (Bioseb.fr) 
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b) Wire mesh hang 
 
Principe : Le WMH est un test d’endurance musculaire statique par agrippement d’un grillage 
retourné (Kondziella, 1964). L’effort déployé doit être constant et perdurer sur toute la durée 
du test qui permet de mettre en avant la résistance musculaire des animaux à un effort 
prolongé. 
 
Procédure : Le dispositif utilisé était une grille de cage d’élevage composée de tiges d’acier 
de 1 mm de diamètre. Un support permet de déposer la grille à 40 cm au dessus d’une litière 
similaire à celle utilisée dans les cages d’élevage afin d’amortir la chute de l’animal. 
L’emplacement de la grille à une hauteur standardisée relativement élevée par rapport à la 
taille des animaux est important dans la mesure où à cet âge, les souris peuvent appréhender la 
hauteur de la chute et se laisser tomber avant d’être fatiguées si elles « jugent » que la chute 
n’est pas dangereuse. Ce test est réalisé à PND67 ou PND130 pour la cohorte juvénile et D70 
ou D133 pour la cohorte adulte. Avant le début du test, les animaux sont pesés afin de prendre 
en compte l’impact du poids corporel sur les performances réalisées. Le test débute par le 
dépôt de la souris sur la grille. Cette dernière est ensuite retournée pour que la souris se 
retrouve suspendue sous la grille qui est déposée sur son support. Un chronomètre est lancé 
pour une durée maximale de cinq minutes. Le test se termine à la chute de l’animal ou au bout 
des cinq minutes. Les animaux passent le test trois fois avec une période de repos entre 
chaque essai. 
 
Variables mesurées : Le poids des animaux est relevé. Le temps durant lequel les animaux 
sont capables de rester suspendus par les pattes avant de tomber dans le lit de sciure est noté 
pour chacun des trois essais. Seul le meilleur des trois essais est enregistré.  
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c) Accelerating rotarod 
 
Principe : Le test AR est un test d’endurance musculaire dynamique mesurant la résistance 
physique des animaux lors d’une activité soutenue (marche ou course) (Pratte et al., 2011). Le 
test consiste à imposer aux animaux une activité locomotrice de plus en plus soutenue afin de 
mettre en avant leur résistance à un effort soutenu. 
 
Procédure : Le dispositif utilisé était un appareil commercial modèle RR-02 (Orchid 
Scientific, Inde). Cet appareil est composé d’un tube en rotation de 3 cm de diamètre dont la 
vitesse est contrôlée de façon électronique pour tester les animaux en marche, en course ou 
dans une activité hybride allant de la marche à la course en accélération constante (4 à 
40 rotations par minute ou RPM sur 5 min). Des lames en PVC séparent des couloirs sur le 
cylindre permettant de tester jusqu’à 5 animaux simultanément. Le tube rotatif est situé à 
15 cm au-dessus d’un système d’interrupteur à bascule permettant l’arrêt automatique du 
chronomètre pour chaque couloir. Ce test est réalisé à PND68 ou PND131 pour la cohorte 
juvénile et D71 ou D134 pour la cohorte adulte. Les souris sont placées sur le tube face au 
sens de rotation du tube de manière à les forcer à une marche en avant pour éviter la chute. 
Les animaux sont habitués au dispositif durant les deux jours précédents le test. La première 
habituation se fait sur 5 min de marche à 4 RPM. Le second entrainement consiste en une 
accélération de 2 à 20 RPM sur 5 min. Le jour du test, les animaux sont placés sur le tube 
pour 3 séances successives de 4 à 40 RPM sur 5 min, bénéficient d’un temps de repos puis 
repassent deux séances successives. Le test commence au départ de la rotation du tube. Afin 
de ne pas tomber, les animaux doivent assurer une activité locomotrice corrélée à la vitesse de 
rotation. Le poids des animaux est pris en compte car, comme dans le cas du WMH, celui-ci 
peut influer sur les performances au test. Le test s’arrête quand l’animal tombe du tube sur 
l’interrupteur.  
 
Variables mesurées : Le poids de l’animal est relevé. La durée avant la chute, la vitesse de 
rotation au moment de la chute et la distance totale parcourue sont notées pour chaque essai. 
Seul le meilleur des cinq essais est enregistré.  
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d) Open field 
 
Principe : Ce test est similaire à celui déjà effectué pour mesurer l’activité locomotrice chez 
les souriceaux à PND25 avec cependant une dimension adaptée à la taille des animaux 
adultes. Chez les adultes ce test permet une évaluation de l’activité locomotrice ainsi que du 
niveau d’anxiété des animaux évalués. L’OF est l’un des labyrinthes les plus couramment 
employés depuis sa mise au point dans les années 30. Ce succès repose sans doute sur la 
simplicité de ce test facile à mettre en place et à analyser (Walsh & Cummins, 1976). L’OF 
est réalisé à PND69 ou PND132 pour la cohorte juvénile et D72 ou D135 pour la cohorte 
adulte. A l’âge adulte, le dispositif utilisé est composé d’une enceinte cubique de 42 cm de 
coté, ouverte en son sommet et dont le plancher est divisé en 36 cases de 7 cm de coté (Photo 
15). Ces cases définissent trois zones distinctes que sont la zone centrale (ZC) composée des 
4 cases les plus au centre du dispositif (Photo 15 – zone rouge), la zone intermédiaire (ZI) 
composé des 12 case entourant la ZC (Photo 15 – zone orange) et de la zone périphérique 
(ZP) composée des 20 cases les plus externes du dispositif (Photo 15 – zone verte). Pour 
évaluer le niveau d’anxiété des animaux adultes, on considère des zones protégées et des 
zones aversives, anxiogènes. La ZP du dispositif représente une zone protégée puisque contre 
la paroi alors que la ZP et la ZC à découvert sont des zones anxiogènes pour les souris.  
 
Procédure : La pièce d’expérimentation était éclairée en lumière rouge peu perceptible par les 
rongeurs (Jacobs, Williams & Fenwick, 2004). Le dispositif utilisé permettait de tester jusqu’à 
4 animaux de manière simultanée. Les animaux de même sexe et issus d’une même portée 
dans le cas de la cohorte juvénile ont ainsi pu être testés de manière synchrone. Chaque 
session a été filmée afin d’être analysée ultérieurement à l’aide d’un logiciel mis au point au 
sein du laboratoire et codé sur Python. Lors du dépouillement, un animal était considéré dans 
une zone donnée lorsque ses quatre pattes s’y trouvaient. Comme pour les jeunes animaux, 
l’animal testé a été déposé au centre du dispositif et laissé libre d’explorer son environnement 
pendant une durée de 5 minutes. 
 
Variables mesurées : sur l’analyse vidéo sont enregistrés : le temps passé et la distance 
parcourue dans chacune des trois zones ainsi que le nombre total de redressements. 
 

 
 

Photo 15 : Open-field (couleurs artificielles) 
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Tableau 13 : Récapitulatif des tests de comportement individuel à l'âge adulte 
 

Tests Age 
Comportement 

évalué 

Procédure 
 

Variables relevées 
Limites 

expérimentales 
Début du test Fin du test Temps 

Nombre 
d'essais 

Grip strength 
PND67 ou 130 
et D70 ou 133 

Force musculaire 
Placement de l’animal sur le 

dispositif 
Relâchement de 
l’agrippement  

5 
- Force développée par les 
pattes avant seules ou par 

les quatre pattes 
 

Wire mesh hang 
PND67 ou 130 
et D70 ou 133 

Endurance musculaire 
statique 

Retournement de la grille Chute ≤ 5 min 3 
- Poids de l’animal 

- Durée avant la chute 
Hauteur de la grille 

Accelerating rotarod 
PND68 ou 131 
et D71 ou 134 

Endurance musculaire 
dynamique 

Placement de l’animal sur le 
tube en rotation 

Chute ≤ 5 min 5 

- Poids de l’animal 
- Durée avant la chute, 
vitesse de rotation et 

distance totale parcourue 
 

Open field 
PND69 ou 132 
et D72 ou 135 

Activité et anxiété 
Animal placé au centre du 

dispositif 
Fin des 5 min 5 min 1 

- Distance parcourue et 
temps passé dans chaque 

zone 
- Nombre de redressements 

 

 
PND: Post Natal Day 
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II.2. Suivi des particules aluminiques chez des souris déficientes en autophagie 
 
Cette autre expérimentation a été menée afin d’observer l’impact d’une déficience en 
autophagie sur la translocation systémique des particules aluminiques d’origine vaccinale. 
Pour cela, un adjuvant aluminique marqué de manière permanente afin de pouvoir être 
spécifiquement identifié a été injecté dans le TA de souris génétiquement modifiées 
présentant un défaut dans le mécanisme autophagique. Des analyses ont été réalisées trois 
semaines après injection afin de comparer la translocation de l’adjuvant injecté chez les souris 
mutantes et contrôles. Le résumé graphique de cette expérimentation est disponible Figure 45 
p. 245. 
 
 

II.2.1. Animaux 
 
L’étude de la translocation des particules aluminiques a été réalisée chez des souris Atg5 CKO 
mâles, génétiquement modifiées pour présenter une déficience en protéine ATG5 dans les 
cellules de la lignée myéloïde. Cette protéine étant indispensable à l’élongation des 
autophagosomes via le recrutement de la protéine LC3 (voir chapitre III.2. de la section 
contexte et problématique) les animaux Atg5 CKO présentent un mécanisme autophagique 
déficient (Lodder et al., 2015). Les souris Atg5 CKO ont été générées par croisement de 
souris Atg5flox/flox développées au Japon par le Pr Noboru Mizushima (Hara et al., 2006) et de 
souris transgéniques exprimant la Cre-recombinase sous contrôle du promoteur M lysozyme 
(LysM-Cre) en provenance du laboratoire Charles River (France). Une lignée stable 
produisant des animaux Atg5 CKO (Atg5flox/flox Cre+) et des animaux contrôles (Atg5flox/flox) a 
été générée après plusieurs rétrocroisements. Un total de 6 individus mâles issus de cette 
lignée et âgé de 3 mois nous a gracieusement été fourni par le Dr Fatima Teixeira-Clerc de 
l’unité de recherche 955 de l’INSERM (Lodder et al., 2015). Les procédures utilisées lors de 
la manipulation des animaux ont respecté les recommandations de la directive européenne du 
22 septembre 2010 concernant l’expérimentation animale (2010/63/UE) et ont été approuvées 
par le comité d’éthique de l’École Nationale Vétérinaire de Maisons-Alfort (Autorisations 
n° APAFIS #18036-2018121110303021 du 27 mars 2019). 
 
 

II.2.1.1. Caractérisation phénotypique 
 
La caractérisation du phénotype des souris Atg5 CKO a été réalisée par diverses équipes ayant 
travaillé avec les mêmes animaux. Différents traitements appliqués à des cultures de 
macrophages péritonéaux ont attesté de l’impact de la mutation génétique sur les capacités 
autophagiques des monocytes de ces souris. Le traitement de cellules issues d’animaux 
Atg5 CKO par la Rapa, un agent inducteur de l’autophagie, n’a pas produit d’augmentation de 
la présence de LC3-II ou de diminution de SQSTM1/p62 par comparaison avec les cellules 
compétentes des animaux contrôles (Lodder et al., 2015; Santeford et al., 2016). L’analyse de 
l’expression génique a confirmé une diminution de la production d’ARN messager Atg5 chez 
les animaux Atg5 CKO (Figure 12) en supplément d’un défaut de présence de vacuole 
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autophagique intra-cytoplasmique (Santeford et al., 2016). Cette réponse atteste des capacités 
autophagiques réduites dans les cellules de la lignée myéloïde des souris Atg5 CKO.  
 

 
 
Figure 12 : Quantification de l’expression génique de Atg5 dans les macrophages des souris 

Atg5 CKO 
Reproduction de la figure originale 1A de Santeford et al., (2016). 

 
De plus, les cellules de Kupffer (macrophages hépatiques) issues des souris Atg5 CKO se sont 
révélées être plus sensibles à la présence de LPS. En effet, des taux plus importants d’IL-1α et 
IL-1β ont été retrouvés dans ces cellules après exposition à la Rapa par comparaison avec les 
cellules des animaux contrôles (Lodder et al., 2015). Cette réponse inflammatoire exacerbée 
en cas d’inhibition de l’autophagie a été retrouvée dans plusieurs autres études utilisant le 
même modèle génétique (Liu et al., 2015; Santeford et al., 2016). D’après les auteurs, 
l’augmentation de la réponse inflammatoire en cas d’inhibition de l’autophagie serait en partie 
due à la production de ROS plus importante dans les cellules déficientes pour Atg5 (Lodder et 
al., 2015). En effet, il a été proposé que le taux des ROS agisse sur la polarisation des 
macrophages, et donc leur statut inflammatoire, de manière hormétique (Tan et al., 2016). 
Ainsi, à partir d’un certain seuil, la présence de ROS dans les macrophages orienterait ces 
derniers vers la voie pro-inflammatoire M1 (Calabrese et al., 2018).  
 
 

II.2.1.2. Conditions d’hébergement 
 
Les animaux ont été élevés en animalerie libre de pathogènes (EP3) et maintenus par fratrie 
en séparant les mâles des femelles après sevrage. L’identification individuelle des animaux a 
été assurée par l’utilisation de puces électroniques. Des conditions de température (22 ± 2 °C) 
et d’humidité (55 ± 10 %) habituelles ont été respectées dans l’animalerie et la nourriture et 
l’eau étaient disponibles ad libitum sur toute la durée de l’étude. Un cycle lumineux standard 
a été mis en place (lumière allumée de 7 h à 19 h).  
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II.2.1.3. Génotypage des animaux 
 
L’identification du génotype des animaux a été effectuée dès leur arrivée. Pour cela, un 
échantillon de queue a été prélevé sur les animaux afin d’être analysé par une technique de 
PCR conventionnelle. L’extraction d’ADN a été réalisée dans 400 µl d’un tampon de NaOH à 
0,05 N chauffé à 99 °C sous agitation à 1000 RPM durant 30 min. L’action de la soude a été 
neutralisée par ajout de 120 µl de Tris HCl 1 N et la solution de 520 µl obtenue a été 
centrifugée 7 min à 4 °C et 14000 RPM afin de culoter les éventuels débris non dissout.  
 
L’ADN obtenu a été utilisé pour amplifier spécifiquement les séquences correspondantes aux 
gènes Atg5, Atg5flox et LysM-Cre par l’utilisation des sondes suivantes : 
Atg5 WT For (forward 5'-GAATATGAAGGCACACCCCTGAAATG-3') 
Atg5flox For (forward 5'-ACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGG-3') 
Atg5 Rev commune (forward 5'-GTACTGCATAATGGTTTAACTCTTGC-3') 
Cre For (forward 5’-GGACATGTTCAGGGATCGCCAGGCG-3’) 
Cre Rev (forward 5’-GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG-3’) 
 
Les gènes Atg5 ont été amplifiés à une température d’hybridation de 58 °C et la Cre-
recombinase à 62,5 °C avec une séquence de 35 cycles grâce à une machine de PCR 
Mastercycle Nexus GX2 (Eppendorf). La séparation des produits de PCR a été réalisée par 
migration dans un gel à 2 % d’agarose contenant du GelRed® (Biotium), un intercalant de 
l’ADN fluorescent aux UV. La révélation a été photographiée grâce à une machine d’imagerie 
E-Box (Vilber).  
 
 

II.2.2. Traitement 
 
Le suivi de particules d’aluminium vaccinal n’est pas aisé. En effet, la mesure de la présence 
d’Al dans les analyses par des méthodes conventionnelles ne peut garantir que cet élément 
provient bien du traitement et pas d’une contamination extérieure via l’eau de boisson ou 
l’alimentation par exemple. La garantie de la provenance de l’Al ne peut être obtenue que si le 
produit injecté est identifiable par lui-même. De plus, cette identification ne doit pas se faire 
au détriment des propriétés physico-chimiques du composé initial au risque d’observer une 
réponse physiologique différente de celle obtenue avec le composé non marqué.  
 
 

II.2.2.1. Choix de la méthode de marquage 
 
Plusieurs méthodes de marquage de l’Al sont possibles. La plus simple, en termes de 
modifications apportées au composé initial, est le marquage par utilisation d’un traceur 
faiblement radioactif, l’isotope 26Al, distinct de l’isotope naturel stable 27Al par la perte d’un 
proton. Le principe repose sur un libre échange entre les atomes 26Al et 27Al par incubation 
longue du 26Al avec de l’Alhydrogel® afin de marquer l’adjuvant officiel. La détection de 
l’isotope faiblement radioactif se fait ensuite par utilisation de la spectrométrie de masse par 
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accélérateur (Hem, 2002) permettant de détecter de très petites quantités d’Al (10-17g). 
Cependant, au vu de la potentielle dangerosité des composés radioactifs et du coût de la 
technique de détection, cette méthode ne nous est pas apparue être optimale.  
 
Une autre technique pour étudier la bio-distribution et le devenir des particules aluminiques 
d’origine vaccinale serait d’utiliser un traceur support à la surface duquel le composé à étudier 
serait fixé. Cette technique a été utilisée avec succès en 2013 afin de suivre la translocation de 
particules d’Al dans le corps suite à une injection IM. Dans cette étude, le traceur était 
constitué d’un cœur de rhodamine B sur lequel de l’AH a été déposé (Khan et al., 2013). 
L’observation de la fluorescence du noyau de rhodamine à 560 nm après excitation à 496 nm 
a permis le suivi des particules injectées. Bien qu’ayant fait ses preuves, cette technique 
présente néanmoins l’inconvénient majeur d’utiliser une particule dont les propriétés de 
charge, de taille et de toxicité ne sont pas connues et sont donc potentiellement différentes de 
celles de l’adjuvant commercial. 
 
Le choix a été fait d’utiliser une technique de marquage par adjonction d’un traceur 
fluorescent sur l’adjuvant natif afin de suivre son devenir sans en altérer les propriétés. Cette 
technique utilise des fND liés par le biais d’interactions électrostatiques et/ou interactions 
hydrogène à l’AH sous la forme d’un complexe, préparé par le Dr Marie-Odile David de 
l’unité de recherche 1204 de l’INSERM à l’université d’Évry, et dont la préparation est 
détaillée dans le paragraphe suivant.  
 
 

II.2.2.2. Préparation du complexe Alu-Dia 
 
Dans cette expérimentation, les injections ont été réalisées avec un complexe appelé Alu-Dia, 
composé d’AH marqué par l’adjonction de fND. Les nano-diamants ont été obtenus à partir 
de microdiamants irradiés sous bombardement électronique puis recuit à haute température 
sous atmosphère inerte avant d’être broyés pour obtenir des particules de taille nanométrique. 
(Boudou et al., 2009). La fluorescence caractéristique de ces particules provient des centres 
NV qui ont été créés dans le cristal par irradiation électronique suivi d’un recuit sous vide à 
850 °C. Les fND produits ont été décontaminés par traitement aux acides durs (HF / HNO3) 
puis nettoyés à l’eau. La surface des particules a été traitée à l’acide perchlorique pour la 
saturer de groupements hydroxyles servant de liens avec l’adjuvant commercial (Boudou, 
2013).  
  
Un adjuvant commercial d’AH (Alhydrogel®, InvivoGen, San Diego, USA) a été utilisé pour 
produire le complexe Alu-Dia final selon une méthode décrite en 2015 (Eidi et al., 2015). Des 
suspensions de fND fonctionnalisés (Boudou, 2013) à 1,3 g/ml et d’Alhydrogel à 
10 mg Alum/ml ont été mélangées par sonication dans des proportions de 1:17 v/v afin de 
permettre la formation d’un complexe entre les deux composés. La suspension d’Alu-Dia a 
été diluée en PBS jusqu’à la concentration désirée.  
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Une analyse détaillée de l’Alu-Dia a démontré que les particules d’adjuvant marquées par 
fND conservent des propriétés de taille et de potentiel zêta très proches de celles de 
l’alhydrogel initial ou de celles des particules présentes dans le vaccin commercial 
Engerix B® (Eidi et al., 2015) (Tableau 3 p. 57). Ce marquage permanent de l’AH permet 
donc de suivre le composé injecté par détection de la fluorescence caractéristique des fND 
émettant dans le rouge lointain supérieur à 600 nm (max à 680 nm) après une excitation à 
532 nm (max à 550 nm) (Figure 13). Un co-marquage au Morin, marqueur de l’Al émettant à 
520 nm après excitation à 420 nm a démontré la bonne stabilité du composé et le possible 
marquage de l’Al sans modification des propriétés fluorescentes des fND (Eidi et al., 2015). 
De plus, l’Alu-Dia a été très bien toléré et ne modifie pas la réponse cellulaire des cellules 
neurales exposées. En effet, si les fND seuls ne présentaient qu’une faible toxicité à forte 
concentration, l’Al présentait des signes de toxicité dès les plus faibles doses. La présence du 
traceur aux fND ne change pas fondamentalement la toxicité de l’adjuvant (Eidi et al., 2015) 
permettant ainsi le suivi d’un composé qui a de grandes chances d’être traité par les cellules 
de la même manière que l’adjuvant commercial. 
 

  
 
Figure 13 : Spectres d’excitation (noir) et d’émission (rouge) des centres fluorescents NV des 

nano-diamants fluorescents. 
Les mesures ont été réalisées sur un lecteur Infinite® M 200 PRO (Tecan). 
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II.2.2.3. Protocole d’exposition et dose choisie 
 
Dès la conception de cette expérimentation, il a été décidé que les conditions expérimentales 
utilisées devraient être les plus proches possible de celles utilisées dans les études antérieures 
de l’équipe afin de se placer dans la continuité de ces dernières. Ainsi la dose d’Alu-Dia de 
200 µg/kg a été sélectionnée. Les données précédentes de l’équipe ont démontré pour cette 
dose la translocation des particules d’Alu-Dia depuis le site d’injection jusqu’à des organes 
distants tels que le cerveau après injection sc, ainsi que l’apparition de troubles du 
comportement et augmentation de la concentration cérébrale d’Al après injection IM 
(Crépeaux et al., 2015; 2017; Eidi et al., 2015). 
 
La quantité de 200 µg/kg d’Alu-Dia correspond à la moitié de la dose extrapolée de la dose 
médiane d’Al reçue par les patients MFM. Ces patients étant majoritairement des femmes 
dont le poids normalisé a été défini à 60 kg et ayant reçu un nombre médian de 4 injections 
d’Engerix B® contenant 500 µg d’Al, la dose d’Al reçue correspond donc à 8,3 µg/kg pour 
une injection Engerix B® soit 33 µg/kg pour les quatre injections reçues. La dose de 400 
µg/kg d’Alu-Dia a été obtenue en appliquant la correction allométrique permettant 
d’extrapoler la dose équivalente chez la souris (x 12,3). Cette dose de 400 µg/kg a 
précédemment été utilisée chez la souris C57BL/6 où une translocation cérébrale a été 
observée 21 jours après injection du composé dans le TA (Eidi et al., 2015). Cependant, afin 
de prendre en compte le potentiel impact de la taille des agglomérats particulaires d’Al sur la 
translocation et les effets neurologiques associés (Crépeaux et al., 2015; 2017) ; la dose de 
200 µg/kg a été sélectionnée afin d’être administrée aux animaux dans un volume d’injection 
de 20 µl. Chez la souris CD1, cette dose de 200 µg/kg a, en effet, été la seule à provoquer des 
troubles du comportement par comparaison avec des doses plus importantes et dont la taille 
moyenne des agglomérats est également plus importante (Crépeaux et al., 2017).  
 
Le jour de l’injection, les animaux ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane. Leur patte 
postérieure droite a été rasée et un volume de 20 µl d’adjuvant marqué aux nano-diamants a 
été injecté dans le TA à l’aide d’une seringue Hamilton de 25 µl et d’une aiguille de précision 
de 30 gauges afin de minimiser la taille de la lésion et le traumatisme musculaire en 
découlant. Les animaux ont ensuite été laissés au repos et différentes analyses ont été réalisées 
21 jours après l’injection. 
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II.2.3. Suivi des particules d’Alu-Dia 
 

II.2.3.1. Préparation des tissus 
 
Les animaux ont été euthanasiés par dislocation cervicale 21 jours après l’injection IM 
d’Alu-Dia. Les différents organes analysés (TA, ganglions lymphatiques poplité et inguinal, 
rate et cerveau) ont été prélevés rapidement et fixés 2 heures en solution de paraformaldehyde 
(PFA) à 4 %. Les TA ont ensuite été traités en solution de sucrose à 40 % et les autres organes 
en solution de sucrose à 20 % afin de les protéger de l’éclatement cellulaire lors de la 
congélation. Les différents organes ont été montés en OCT (Tissue-Tek®) sur bouchon de 
liège et congelés par immersion en isopentane (env. -70 °C) refroidi en bain d’azote liquide 
afin d’obtenir une congélation rapide sans endommager les tissus. Les organes montés ont été 
conservés à -80 °C jusqu’aux analyses en prenant des précautions pour limiter les possibles 
contaminations externes en Al.  
 
Des coupes sériées ont été réalisées au cryostat à -15 °C afin d’obtenir plusieurs jeux de lames 
présentant des coupes adjacentes. Les séries étaient constituées de dix lames SuperFrost®-plus 
sauf pour les ganglions, plus petits, où les séries ont été réalisées sur cinq lames. Les coupes 
adjacentes ont été déposées lame par lame jusqu’à la dernière avant de reprendre au début de 
la série. Cette technique a permis d’obtenir des lames présentant l’intégralité de l’épaisseur 
des organes en analysant 1/10eme (ou 1/5eme pour les ganglions) des coupes réalisées. Les 
organes ont été coupés selon un plan longitudinal sur une épaisseur de coupe de 12 µm pour 
les ganglions, 20 µm pour le TA et la rate et 40 µm pour le cerveau. L’ensemble des lames a 
été mis à sécher durant deux heures sous hotte avant d’être stocké à une température de -
80 °C. 
 
 

II.2.3.2. Mise en évidence de la présence de granulomes musculaires 
 
Une coloration de type hématéine-éosine (HE) a été réalisée afin de révéler la présence d’une 
infiltration de cellules immunitaires dans le muscle. Cette coloration bichromatique se 
compose d’un colorant nucléaire, l’hématéine, et d’un colorant cytoplasmique, l’éosine. 
L’hématéine est un colorant cationique, dit également basique, qui a une affinité pour les 
éléments cellulaires dits basophiles. Il colore notamment les noyaux en bleu/violet, en se 
fixant sur les acides nucléiques. A contrario, l’éosine est un colorant anionique qui a une 
affinité pour les éléments cellulaires dits éosinophiles. Il colore le cytoplasme en rose et les 
autres éléments cellulaires basiques en rose/rouge plus ou moins vifs. Ce marquage permet de 
mettre en avant la présence des cellules immunitaires formant un granulome dans les muscles 
injectés. En effet, les grands amas de monocytes et macrophages présents dans le muscle lors 
d’une réaction immunitaire sont colorés d’une teinte rose/violacée distincte des fibres 
musculaires environnantes majoritairement rose pâle. 
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Huit séries de lames par TA ont été utilisées afin de réaliser la coloration HE selon le 
protocole suivant :  

- Séchage des lames à température ambiante sous hotte 
- Préparation de la solution d’hématéine (produit oxydé de l’hématoxyline) ou hemalun 

acide de Mayer : solution aqueuse à 50 g/l d’alun de potassium (AlK(SO4)2 12H2O) 
(Sigma-Aldrich), 0,2 g/l d’iodate de sodium (NaIO3) (Sigma-Aldrich), 1 g/l 
d’hématoxyline cristalisée (Fluka) 

- Préparation de la solution d’éosine : solution à 10 g/l d’éosine aqueuse à 1 % stabilisée 
(Ral) 

- Coloration en bain d’hématéine pendant 10 minutes 
- Rinçage à l’eau contenant quelques gouttes d’acide acétique 
- Coloration en bain d’éosine pendant 5 minutes 
- Rinçage à l’eau distillée 
- Déshydratation par bains successifs d’éthanol à 70°, 95°, 100° (I) puis 100° (II) durant 

quelques secondes 
- Sous hotte, passage des lames en bain de xylène durant 1 minute 
- Montage des lamelles au baume du Canada (Sigma-Aldrich) 
- Séchage minimum de 24 heures à température ambiante sous hotte 
- Conservation des lames à température ambiante 

 
L’ensemble des lames a été observé en microscopie optique à lumière transmise avec un 
microscope Leica DMLB équipé d’un objectif 10X et d’une caméra couleur Olympus UC90 
présentant une définition de 1688x1352 pixels, une résolution de 96 ppi. Une analyse semi-
quantitative des granulomes observés a été effectuée. Les granulomes présents dans les 
muscles ont été répartis en trois catégories en fonction de leur taille : petits (+), moyens (++) 
et grands (+++) granulomes. Le pourcentage de chaque taille de granulome a ensuite été 
calculé pour chaque groupe. Le nombre de coupes sans granulome a été relevé et le 
pourcentage de coupes sans granulome a été calculé pour chaque groupe. 
 
 

II.2.3.3. Quantification de la présence/translocation d’Alu-Dia 
 

a) Co-marquage Alu-Dia/Morin 
 
Bien que la stabilité du complexe Alu-Dia lors de sa translocation ait déjà été démontrée (Eidi 
et al., 2015), un marquage ciblant l’Al a été réalisé afin d’observer un double signal provenant 
de la particule d’Al et du fND accompagnateur afin d’assurer la provenance des particules 
détectées et quantifiées lors de cette analyse. La présence d’Al sur les coupes a été mise en 
évidence par une coloration au Morin selon un protocole corrigé par Mold et al. afin 
d’améliorer la qualité des observations (Mold et al., 2019). Le Morin ou 2′,3,4′,5,7-
Pentahydroxyflavone (Sigma-Aldrich) est un colorant flavonoïde issu des feuilles de goyavier 
(Psidium guajava), ayant la particularité de s’agréger avec l’aluminium en formant des 
complexes fluorescents vert-bleutés (Malinin & Malinin, 1991) détectables après excitation à 
420 nm sous la forme d’une fluorescence à 520 nm. Cette molécule est également capable de 
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se lier à d’autres éléments comme le bore, le béryllium, le zinc, le gallium, l’indium et le 
scandium (Chkheidze et al., 2017). Dans le protocole ci-dessous, la coloration au Morin a été 
couplée au noir du soudan (Sigma-Aldrich), utilisé comme agent de contraste pour limiter la 
perturbation du signal due à l’auto-fluorescence émise par les tissus. 
 
Une série de lames par organe a été utilisée pour réaliser le marquage au Morin selon le 
protocole suivant : 

- Séchage des lames à température ambiante sous hotte 
- Coloration en solution de Morin : 0,2 % w/v en éthanol à 85° pendant 30 minutes 
- Lavage en éthanol à 85° pendant 30 secondes 
- Lavage en eau ultrapure pendant 35 secondes 
- Coloration en solution de noir du soudan : 0,3 % w/v en éthanol à 70° pendant 

10 minutes 
- Lavage en éthanol à 70° pendant 30 secondes 
- Lavage en eau ultrapure pendant 30 secondes 
- Montage des lamelles en Dako fluorecent mounting medium (Agilent) 
- Séchage minimum de 2 heures à température ambiante sous hotte 
- Conservation des lames à -20 °C 

 
b) Le transfert d'énergie entre molécules fluorescentes 

 
La détection du marquage au Morin a été effectuée avec un set de filtres appelé « canal 
Morin » et comprenant un filtre d’excitation laissant passer les longueurs d’onde de 391 à 
437 nm, un miroir dichroïque de 470 nm et un filtre d’émission récupérant les longueurs 
d’onde allant de 508 à 554 nm. La fluorescence des fND a été observée grâce à un set de 
filtres appelé « canal fND » et composé d’un filtre d’excitation laissant passer les longueurs 
d’onde comprises entre 535 et 585 nm, un miroir dichroïque de 605 nm et un filtre d’émission 
récupérant les longueurs d’onde supérieures à 647 nm. L’analyse de la co-localisation du 
marquage au Morin et de la fluorescence des fND a été attestée par une méthode dite de 
transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (FRET). Cette technique utilise une 
particularité des deux fluorochromes utilisés : la longueur d’onde d’émission du Morin est 
suffisamment proche de la longueur d’onde d’excitation des fND pour permettre leur 
excitation si le complexe Alu-Dia reste intègre durant sa translocation. Ainsi si l’excitation du 
Morin permet la détection de la fluorescence spécifique des fND, cela signifie que les deux 
marquages sont physiquement proches et que la particule observée est bien un complexe Alu-
Dia provenant de l’expérimentation. Pour observer ce FRET, un set de filtres spécifique 
appelé « canal FRET » a été utilisé combinant le filtre d’excitation du Morin entre 391 et 
437 nm, le miroir dichroïque de 470 nm et le filtre d’émission supérieur à 647 nm. Le spectre 
de fluorescence du signal observé a été analysé sur un microscope Zeiss Axioplan 2 équipé 
d’un objectif 1.4 NA à immersion et équipé d’un spectromètre Acton SP2150i (Princeton 
Instruments, Buckingamshire, UK) afin de garantir la présence de fND par leur spectre 
d’émission caractéristique (Figure 14). L’ensemble des sets de filtres utilisés dans cette étude 
a été composé et commandé spécifiquement auprès du fabricant du microscope utilisé (Carl 
Zeiss S.A.S, Marly le Roi, France).  



Méthodologie 

Thèse Jean-Daniel Masson 167 

 
 

Figure 14 : Spectre d'émission caractéristique des nano-diamants fonctionnalisés observés 
dans le canal FRET. 

u.a. : Unité arbitraire obtenue lors de la lecture du signal par le spectromètre. 
 
Des tests préalables à la quantification de la translocation des particules d’Alu-Dia ont été 
réalisés afin d’apprécier la spécificité et la qualité du signal obtenu dans le canal FRET. Pour 
cela, des lames blanches de fND seuls ou de coupes d’organes sans coloration au Morin ont 
été imagées dans les canaux FRET et fND en utilisant plusieurs temps de pose similaires entre 
les deux canaux afin de comparer les signaux obtenus dans les deux cas. Les images réalisées 
ont été analysées avec le plug-in natif Spot Detector (Olivo-Marin, 2002) inclus au logiciel 
Icy (V 2.1.4.0 BioImage Analysis unit, Institut Pasteur, France) (de Chaumont et al., 2012) en 
utilisant une échelle de 2 et un seuil de sensibilité de 20, calibré sur les images prises dans le 
canal fND pour garantir l’objectivité et la reproductibilité des tests.  
 
L’observation de fND seuls a permis de constater que certains gros fND sont détectés dans le 
canal FRET. Cette réponse reste cependant de faible intensité et peut être grandement réduite 
en diminuant la durée d’exposition. La détection indésirable des grosses particules de fND est 
due à la présence dans leur structure cristalline de centres NVN capables de fluorescer en 
rouge en réponse à une excitation par une lumière bleue. La fluorescence observée correspond 
alors à la queue de distribution du spectre d’émission et explique la faible intensité des spots 
détectés. Les plus petites particules ne sont en revanche pas détectées même en utilisant une 
durée d’exposition longue saturant le signal obtenu dans le canal fND. Pour exemple, une 
prise de vue permettant la détection de 13 spots dans le canal fND ne permet la détection que 
d’un spot dans le canal FRET. L’augmentation de la durée d’exposition permet la détection 
maximale de 196 spots dans le canal fND quand la détection dans le canal FRET reste de un 
spot. 
 
L’observation de coupes de ganglions inguinaux et poplités sans coloration au Morin a permis 
de constater que la forte auto-fluorescence des tissus dans le vert pouvait causer un biais dans 
l’observation des fND dans le canal FRET. En effet, l’auto-fluorescence des tissus dans le 
vert semble être en mesure d’exciter partiellement les fND, y compris pour les petites 
particules, qui produisent alors une fluorescence faible mais détectable (de l’ordre du dixième 
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de l’intensité obtenue dans le canal fND à durée d’exposition équivalente). La durée 
d’exposition devient alors un facteur clé pour limiter l’acquisition de signal en provenance de 
ces fND pouvant ne pas être inclus dans les particules d’Alu-Dia.  
 
Gardant à l’esprit que la comparaison de coupes avec et sans Morin est complexe dans la 
mesure où il est illusoire de vouloir trouver des champs d’observations présentant un nombre 
commun de fND visibles, de même taille/intensité avec une auto-fluorescence du tissu 
similaire pour une durée d’exposition donnée, des observations ont été faites sur des coupes 
de ganglions et de muscles pour observer l’efficacité globale de la technique. Les images 
réalisées confirment la possible détection des petits fND même sans Morin si la durée 
d’exposition est assez longue et l’auto-fluorescence du tissu suffisamment forte. L’intensité 
du signal de ces fND est en revanche restée faible, quelquefois confondue avec l’auto-
fluorescence des tissus dans le rouge ne permettant plus sa détection par le logiciel et 
permettant une élimination numérique de ce signal par comparaison avec celui obtenu en 
présence de Morin. La durée d’exposition lors de l’acquisition des images et le seuillage du 
signal lors de l’analyse des prises de vues sont donc les facteurs clé à prendre en compte pour 
limiter les biais expérimentaux permettant la détection de particules de fND sans garantie de 
leur inclusion dans les complexes Alu-Dia. 
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c) Quantification de la translocation des particules d’Alu-Dia 
 
L’ensemble des lames a été observé en microscopie optique à fluorescence sur un microscope 
Zeiss Axio Observer Z1 avec un objectif X20 pour le TA, le ganglion lymphatique poplité et 
inguinal et X63 à immersion pour la rate et le cerveau. Sur la base des observations faites 
durant les tests préalables, décrits ci-dessus, une prise de vue a été opérée sur chaque zone de 
présence de fND au sein de chaque coupe analysée. Les clichés ont été centrés pour imager un 
maximum de fND. Chacun des trois canaux Morin, fND et FRET a été imagé en limitant la 
durée d’exposition pour obtenir un signal visible mais peu intense afin de réduire au 
maximum la détection de fND ne répondant pas aux conditions de FRET. Les temps de pose 
ont été fixés pour chaque organe et maintenus constants pour l’ensemble des individus. Les 
images ont été enregistrées indépendamment sous format TIFF avec une caméra Zeiss 
AxioCam MRm présentant une définition de 1388x1040 pixels, une résolution de 96 ppi et un 
codage sur 16 bits. L’échelle a automatiquement été enregistrée dans les métadonnées des 
images afin de pouvoir effectuer des mesures lors de l’analyse. 
 
La quantification et la mesure des particules détectées sur les clichés de microscopie ont été 
réalisées à l’aide d’une macro d’analyse conçue pour obtenir des mesures standardisées et 
reproductibles à l’aide du logiciel ImageJ (V1.53i Wayne Rasband and contributors, National 
Institute of Health, USA) (Schneider, Rasband & Eliceiri, 2012) intégré au logiciel Icy (V 
2.1.4.0 BioImage Analysis unit, Institut Pasteur, France) (de Chaumont et al., 2012). La 
macro développée pour cette analyse utilise les images des canaux Morin et FRET afin de ne 
conserver que les objets dont la fluorescence est visible dans les deux canaux et permet ainsi 
de s’affranchir d’une grande partie de l’auto-fluorescence des tissus. Les objets sélectionnés 
sont ensuite automatiquement comptés et mesurés. 
Pour chaque prise de vue, le nombre de particules identifiées et la surface de chacune des 
particules ont été enregistrés. Pour chaque individu, le nombre de coupes par organe et le 
nombre de prises de vue effectuées ont été notés. Le nombre moyen de particules par coupe, 
la surface minimale, moyenne et maximale des particules de chaque organe ont ainsi été 
calculés. 
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III. Analyses statistiques 
 
L’ensemble des données obtenues dans les différentes parties expérimentales décrites 
précédemment a été analysé avec le logiciel SPSS 25.0 pour Windows (SPSInc., Chicago, Il., 
USA) et par le logiciel GraphPad Prism (V7.00, San Diego, California USA) pour la 
réalisation de certains graphiques. Le seuil de significativité est fixé à p = 0,05. 
 
Les données obtenues pour des effectifs suffisamment importants ont été analysées par un test 
de Shapiro-Wilk afin de s’assurer de la normalité de leur distribution. Les données suivant 
une loi de distribution normale ont été analysées par des tests paramétriques et des tests non 
paramétriques ont été appliqués dans le cas contraire. 
 
Les données issues de l’expérimentation in vitro ont été analysées par des tests non 
paramétriques en raison du faible effectif de chaque groupe. La distribution d’âge des 
individus a été comparée par un test de Mann-Whitney.  
 
Les comparaisons intergroupes des données relatives à l’internalisation des particules ont 
été réalisées par un test de Mann-Whitney. Un test de corrélation de Spearman visant à 
explorer le lien entre l’âge des donneuses et chaque variable relevée a été effectué de façon 
globale et au sein de chaque groupe. 
 
Les données obtenues par western-blot pour la mesure du flux autophagique ont fait l’objet 
d’une comparaison intergroupe par le test de Mann-Whitney. Un test de corrélation de 
Spearman a été effectué, de façon globale et au sein de chaque groupe, afin d’explorer le lien 
entre l’âge des donneurs et chaque variable relevée. Les comparaisons intragroupes des 
variables appariées ont été réalisées par un test de Friedman suivi d’un test de Wilcoxon 
pour les comparaisons deux à deux lorsque cela était approprié. 
 
Les quantifications de cytokines relevées dans les différents groupes ont été comparées par le 
test de Mann-Whitney. La relation entre l’âge des donneurs et les différentes cytokines ont 
fait l’objet d’un test de corrélation de Spearman global et au sein de chaque groupe. Des 
comparaisons intragroupes ont été menées avec le test de Friedman pour échantillons 
appariés, suivi d’un test de Wilcoxon pour les comparaisons deux à deux le cas échéant. 
 
Les données issues des tests de développement sensori-moteur ont été analysées par le test 
non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Mann-Whitney pour la comparaison 
intergroupe quand cela était approprié. Le test de chi-deux de Pearson a été appliqué à 
l’analyse du taux de réussite des animaux aux tests de développement. Les analyses ont été 
réalisées sur l’ensemble des animaux, mâles et femelles confondus avant une séparation des 
genres à PND25. 
 
L’évolution du poids des animaux a été analysée par une ANOVA à deux facteurs 
(« traitement » et « sexe ») suivie d’un test Post-hoc de Dunnett’s le cas échéant.  
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Concernant les tests de comportement maternel, le test de construction du nid a été analysé 
avec un test du chi-deux de Pearson et le test de ramassage des jeunes a été analysé à l’aide 
d’une ANOVA à deux facteurs dont un répété (« traitement » et « jour de test ») et du chi-
deux de Pearson. 
 
Les données comportementales relevées à l’âge adulte ont été analysées par des tests 
paramétriques. L’ANOVA à deux facteurs a été utilisée pour mettre en évidence les effets de 
l’exposition à l’hydroxychloroquine et du sexe dans l’expression du comportement de 
l’animal. En cas d’effet significatif du traitement, une analyse à postériori de Dunnett’s a été 
réalisée.  
 
En raison des effectifs limités de chaque groupe, les résultats issus des westerns blot et des 
dosages sériques en HCQ ont été analysés par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis 
suivi du test de Mann-Whitney pour les comparaisons intergroupes. En raison des procédures 
de génération des données, mâles et femelles ont été analysés séparément sans comparaison 
de ces données entre elles. Les comparaisons à posteriori ont été réalisées pour comparer 
l’effet de chaque traitement par rapport au contrôle. 
 
Les données obtenues pour les analyses histologiques des souris génétiquement modifiées 
étant de nature qualitative ordinale ou quantitative de faible effectif, elles ont été étudiées à 
l’aide du test non paramétrique de Mann-Whitney.  
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« Quand la science a prononcé, il n’y a plus qu’à se taire » 
Jules Verne (1828-1905) 

Voyage au centre de la Terre 
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Cette section est dédiée à la description des résultats obtenus. Les résultats seront présentés 
dans le même ordre que celui utilisé dans la partie méthodologie. 
Un premier chapitre sera consacré aux résultats de l’expérimentation in vitro : évaluation du 
flux autophagique et dosage des cytokines produites en réponse à la présence d’Al sur les 
cellules immunitaires des patients atteints de MFM et leur capacité d’internalisation de 
l’adjuvant. 
Le second chapitre développera les résultats des expérimentations in vivo : tout d’abord l’effet 
du traitement pharmacologique décomposé comme suit : analyse des dosages sériques de la 
cohorte adulte, quantification protéique de la cohorte adulte puis juvénile, résultats aux tests 
de développement moteur et sensoriel, évaluation du comportement maternel puis évaluation 
du comportement individuel de la cohorte adulte puis juvénile. Enfin, une seconde partie sera 
consacrée aux résultats de suivi systémique des particules aluminiques chez le modèle 
génétique déficient en autophagie. 
 
 

I. Capacité autophagique et réponse inflammatoire in vitro des cellules 
immunitaires 
 

I.1. Rappel du protocole expérimental 
 
Les données relatives aux prélèvements sanguins, à l’extraction et la conservation ainsi 
qu’aux conditions de culture et de traitement des cellules ont été décrites dans la section 
précédente. L’ensemble des analyses effectuées à la suite des cultures cellulaires y sont 
également détaillées (Chapitre I. de la section méthodologie). 
 
Pour rappel, lors de cette expérimentation, des cellules immunitaires de type PBMC extraites 
de prises de sang réalisées chez des patientes MFM ou des sujets contrôles ont été mises en 
cultures et différenciées durant une semaine avant d’être mises en présence de particules d’Al 
afin d’observer l’internalisation des particules par les cellules, le flux autophagique basal ainsi 
que les réponses autophagique et inflammatoire déclenchées par les particules aluminiques 
seules ou combinées à des antigènes. Dans la suite de cette section décrivant les résultats 
obtenus lors de cette expérimentation, le terme PBMC utilisé désignera donc toujours ces 
cellules préalablement différenciées. 
 
La Figure 15 illustre l’expérimentation réalisée sous forme de résumé graphique. 
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Figure 15 : Représentation graphique du déroulement de 

MFM : Myofasciite à macrophages ; PBMC : Cellules mononuclées de sang périphérique

176 

: Représentation graphique du déroulement de l'expérimentation in vitro
 

: Cellules mononuclées de sang périphérique ; Al-lumo : AH marqué par lumogallion ; AH
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in vitro 

; AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium 
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I.2. Distribution des effectifs et des âges 
 
Pour cette étude, les PBMC ont été extraites de prélèvements sanguins réalisés chez 
11 donneuses contrôles et 8 patientes MFM. Les donneuses contrôles ont présenté une 
distribution d’âge allant de 42 à 65 ans avec une médiane de 48 ans quand les patientes MFM 
ont présenté des âges allant de 37 à 77 ans avec médiane de 56 ans (Tableau 14). L’analyse 
statistique a permis de conclure à une homogénéité de distribution d’âge entre les deux 
groupes. 
 

Tableau 14 : Répartition des effectifs et distribution d'âge dans les différents groupes 
 

Groupe n Âge min 
Âge médian 

médiane  
(quartiles) 

Âge max 
Test U de Mann-

Whitney 
U p. 

Contrôle 11 42 
48 

(48 – 54) 
65 

89 ns 
MFM 8 37 

56 
(51,25 – 68,5) 

77 

 
ns : non significatif 

 
 
L’internalisation des particules métalliques d’Al-lumo par les PBMC a été observée chez 
10 contrôles et 8 MFM. 
 
La mesure du flux autophagique a été réalisée sur l’ensemble des effectifs pour les protéines 
LC3-I, LC3-II, SQSTM1/p62 et IRGM soit 11 contrôles et 8 MFM et avec un effectif de 
8 contrôles et 8 MFM pour la protéine Rubicon.  
 
L’évaluation de la réponse inflammatoire des PBMC a été effectuée pour l’ensemble des 
11 contrôles et des 8 MFM. 
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I.3. Phagocytose des particules métalliques 
 
Les différentes variables relevées lors de l’observation des cellules ayant été mises en contact 
avec de l’Al-lumo et une sonde fluorescente, marquant la présence des lysosomes dans le 
cytoplasme, attestent de l’homogénéité des analyses menées. Le nombre de cellules analysées 
ne s’est pas révélé être différent d’un groupe à l’autre. De même, les tailles minimales, 
moyennes et maximales des cellules observées ont été semblables entre les deux groupes, 
attestant d’une morphologie cellulaire similaire chez le groupe MFM et chez les individus 
contrôles (Tableau 15). 
 
Les variables associées à la capacité de phagocytose des cellules ont été observées en quantité 
similaire au sein des groupes MFM et contrôle. L’intensité normalisée de lysotracker a attesté 
d’une présence lysosomale semblable entre groupe contrôle et MFM. L’intensité de 
fluorescence normalisée de lumogallion a quant à elle témoigné d’une capacité de 
phagocytose analogue entre les PBMC du groupe MFM et celles du groupe contrôle (Tableau 
15). 
 
Tableau 15 : Taille et nombre de cellules analysées au sein de chaque groupe et intensité de 

fluorescence normalisée de lysotracker et de lumogallion 
 

Groupe  Contrôle MFM 
Mann-Whitney 

U p 

Nombre de cellules 56,5 (55 - 58,5) 54,5 (53,25 - 57,75) 23 ns 

taille minimale (µm²) 189,1 (175,31 - 241,22) 195,76 (175,64 - 211,92) 39 ns 

taille moyenne (µm²) 373,14 (321,82 - 416,79) 360,93 (281,45 - 422,73) 35 ns 

taille maximale (µm²) 669,06 (525,26 - 723,09) 622,66 (506,96 - 903,49) 38 ns 

Intensité de  
lysotracker/µm² (u.a.) 

121111,31 
(67363,63 - 145954,02) 

125442,03 
(85496,11 - 138620,72) 

37 ns 

Intensité de lumogallion/µm² 
(u.a.) 

67536,94 
(35399,89 - 76350,22) 

64720,7 
(45363,6 - 73423,63) 

39 ns 

 
Les résultats sont exprimés sous forme de médiane et quartiles (entre parenthèses). Le test de Mann-Whitney a 
été utilisé pour les comparaisons intergroupes. 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
ns : non significatif. 
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I.4. Effet de la présence de particules aluminiques sur le
PBMC 
 
Un western blot représentatif 
quantifications protéiques effectuées sur l’ensemble 
Tableau 16. Dans l’optique de simplifier la lecture des résultats, les différentes modulations 
protéiques significatives imputables aux traitements 
été résumées dans le Tableau 

 
Figure 16 : Western blot représentatif des analyses menées sur les PBMC (données obtenues 

pour un individu appartenant au groupe MFM)
 
CQ : Chloroquine ; Rapa : Rap
V : Vaccin (Engerix B®) 

 
Les comparaisons intergroupes effectuées ont 
quantification protéique entre les individus contrôles et les patient
LC3-II sous traitement Rapa 
Tableau 16). Toutes les protéines étudiées ont présenté des modulations de quantité induites 
par un ou plusieurs des traitements utilisés
Les différentes modulations observées sont développées protéine par protéine après les 
tableaux récapitulatifs. 
 
Le test de corrélation de Spearman 
des protéines étudiées en rapport
MFM ou dans le groupe contrôle.
analyse du ratio LC3-II/LC3-I a été effectuée
traitements CQ et Rapa seuls m
autres traitements. Les résultats relatifs à cette analyse sont présentés après les résultats des 
protéines LC3.  
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Effet de la présence de particules aluminiques sur le flux autophagique

Un western blot représentatif des analyses est présenté Figure 16. Les résultats de 
quantifications protéiques effectuées sur l’ensemble des western blot ont été regroupés dans le 

. Dans l’optique de simplifier la lecture des résultats, les différentes modulations 
protéiques significatives imputables aux traitements appliqués au sein de chaque groupe ont 

Tableau 17. 

: Western blot représentatif des analyses menées sur les PBMC (données obtenues 
un individu appartenant au groupe MFM) 

; Rapa : Rapamycine ; AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul)

Les comparaisons intergroupes effectuées ont permis d’identifier deux différences de 
quantification protéique entre les individus contrôles et les patientes MFM (

 et pour la protéine Rubicon sous traitement témoi
). Toutes les protéines étudiées ont présenté des modulations de quantité induites 

par un ou plusieurs des traitements utilisés, excepté la protéine IRGM pour le groupe MFM. 
Les différentes modulations observées sont développées protéine par protéine après les 

de Spearman n’a mis en avant aucune modification de la quantité basale 
rapport avec l’âge des individus donneurs que ce soit dans le groupe 

MFM ou dans le groupe contrôle. Afin de parfaire l’interprétation des résultats obtenus, une 
I a été effectuée. Cette analyse s’est montée pertinente pour les 

traitements CQ et Rapa seuls mais n’apporte pas d’information complémentaire
autres traitements. Les résultats relatifs à cette analyse sont présentés après les résultats des 
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flux autophagique des 

. Les résultats de 
ont été regroupés dans le 

. Dans l’optique de simplifier la lecture des résultats, les différentes modulations 
appliqués au sein de chaque groupe ont 

 

: Western blot représentatif des analyses menées sur les PBMC (données obtenues 

hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) ; 

deux différences de 
MFM (pour la protéine 

sous traitement témoin, * dans le 
). Toutes les protéines étudiées ont présenté des modulations de quantité induites 

excepté la protéine IRGM pour le groupe MFM. 
Les différentes modulations observées sont développées protéine par protéine après les 

de la quantité basale 
avec l’âge des individus donneurs que ce soit dans le groupe 

Afin de parfaire l’interprétation des résultats obtenus, une 
. Cette analyse s’est montée pertinente pour les 

ais n’apporte pas d’information complémentaire pour les 
autres traitements. Les résultats relatifs à cette analyse sont présentés après les résultats des 
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Tableau 16 : Quantifications protéiques des PBMC exposées à des particules aluminiques 
 

  

Groupe Χ² p

Ctrl 0,44
(0,23 - 0,70)

0,91
(0,38 - 1,06)

0,31
(0,19 - 0,65)

0,72
(0,61 - 1,19)

p

0,96
(0,89 - 1,34)

r

0,52
(0,28 - 0,79)

†

0,49
(0,40 - 0,70)

†

0,82
(0,67 - 0,95)


0,51
(0,23 - 0,54)


56,551 < 0,001

MFM 0,91
(0,55 - 0,99)

0,97
(0,74 - 1,15)

0,41
(0,34 - 0,57)

p

0,65
(0,51 - 1,04)

0,88
(0,61 - 1,01)

0,38
(0,25 - 0,43)

†

0,48
(0,46 - 0,62)

p

0,69
(0,58 - 1,01)

0,44
(0,31 - 0,52)

23,476 0,015

Ctrl 0,29
(0,20 - 0,64)

0,78
(0,60 - 1,12)

p

0,22
(0,04 - 0,36)

0,65
(0,52 - 1,20)

p

1,20
(0,85 - 1,45)

†

0,48
(0,35 - 0,68)
†

0,36
(0,28 - 0,48)

†

0,94
(0,62 - 1,06)


0,45
(0,27 - 0,59)



71,574 < 0,001

MFM 0,38
(0,20 - 0,69)

0,94
(0,56 - 1,34)

p

0,45
(0,31 - 0,64)

0,61
(0,38 - 1,10)

p

1,09
(0,78 - 1,27)

0,51
(0,36 - 0,70)

0,50
(0,38 - 0,89)

p

1,00
(0,93 - 1,20)



0,36
(0,29 - 0,80)

22,067 0,024

Ctrl
1,18

(0,59 - 2,10)
1,25

(0,96 - 1,56)

0,71
(0,56 - 0,96)

p

0,71
(0,44 - 0,89)

p

0,78
(0,60 - 1,04)

r

0,39
(0,21 - 0,49)
†

0,69
(0,48 - 0,96)

0,74
(0,55 - 1,06)

r

0,25
(0,22 - 0,45)


57,760 < 0,001

MFM
1,57

(0,87 - 2,26)
1,50

(1,36 - 1,66)
0,98

(0,72 - 1,29)

0,76
(0,51 - 1,04)

p

1,02
(0,56 - 1,30)

r

0,44
(0,34 - 0,72)
†

0,84
(0,60 - 0,98)

1,01
(0,86 - 1,09)

r

0,57
(0,44 - 0,60)


26,077 0,006

Ctrl 1,17
(0,87 - 1,76)

0,96
(0,92 - 1,06)

1,00
(0,81 - 1,10)

0,78
(0,70 - 1,48)

0,92
(0,64 - 1,29)

1,01
(0,52 - 1,22)

0,74
(0,46 - 0,87)
p †

0,54
(0,40 - 0,79)
r 

0,74
(0,42 - 1,10)

44,668 < 0,001

MFM 1,20
(0,75 - 1,74)

1,00
(0,68 - 1,36)

0,80
(0,59 - 1,19)

0,84
(0,52 - 1,07)

0,86
(0,44 - 1,20)

0,67
(0,40 - 1,13)

0,59
(0,45 - 0,97)

0,79
(0,46 - 1,08)

0,96
(0,58 - 1,48)

11,791 ns

Ctrl 0,51
(0,21 - 1,03)

0,60
(0,35 - 1,18)

1,00
(0,42 - 1,25)

0
(0 - 0,12)
p

0
(0 - 0,15)
r

0
(0 - 0,11)


0
(0 - 0,18)
p

0
(0 - 0,12)
r

0
(0 - 0,11)


72,078 < 0,001

MFM 1,13
(1,01 - 1,15)

1,07
(0,97 - 1,29)

1,13
(1,09 - 1,36)

0,07
(0 - 0,16)
p

0,08
(0 - 0,18)
r

0,05
(0 - 0,14)


0,12
(0 - 0,16)
p

0,13
(0 - 0,23)
r

0,12
(0 - 0,16)


34,731 < 0,001

Les données sont exprimées sous forme de médiane et quartiles (entre parenthèses). CQ : Chloroquine
Les unités sont arbitraires et correspondent à la somme des valeurs de chaque pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². Rapa : Ramamycine
* p < 0,05  obtenue au test de Mann-Whitney entre le groupe Ctrl et le groupe MFM au sein du traitement indiqué en colonne AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul)
p p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué en ligne V :  vaccin (Engerix B)
r p < 0,05 par comparaison avec le traitement CQ au sein du groupe indiqué en ligne ns  : non significatif
† p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué en ligne
 p < 0,05 par comparaison avec le traitement Rapa au sein du groupe indiqué en ligne Significativité obtenue au test de rang de Wilcoxon pour les  comparaisons intragroupe
 p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH + CQ au sein du groupe indiqué en ligne
 p < 0,05 par comparaison avec le traitement  V au sein du groupe indiqué en ligne

*

SQSTM1/
p62

V + CQ V + Rapa
Friedman

LC3-II

VRapa AH AH + CQ AH + Rapa

IRGM

*

LC3-I

Traitement
Témoin CQ

Rubicon
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Tableau 17 : Modulations de niveau protéique induit par les traitements appliqués aux PBMC 
 

 

Groupe

Ctrl  -  -  - ↑ ▲     

MFM  -  - ↓  -  -  ↓  -  - 

Ctrl  - ↑  - ↑  r     r

MFM  - ↑  - ↑  -  - ↑   - 

Ctrl  -  - ↓ ↓ ▼    - ▼  

MFM  -  -  - ↓ ▼    - ▼  

Ctrl  -  -  -  -  -  - ↓    ▼    - 

MFM  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

Ctrl  -  -  - ↓ ▼  ↓ ▼ 

MFM  -  -  - ↓ ▼  ↓ ▼ 

↑ : augmentation significative du taux de protéines par rapport au traitement témoin (p < 0,05)
↓ : diminution significative du taux de protéines par rapport au traitement témoin (p < 0,05) Significativité obtenue au test de rang de Wilcoxon pour les  comparaisons intragroupe
▲ : augmentation significative du taux de protéines par rapport au traitement CQ (p < 0,05)
▼ : diminution significative du taux de protéines par rapport au traitement CQ (p < 0,05)
 : augmentation significative du taux de protéines par rapport au traitement AH (p < 0,05)
 : diminution significative du taux de protéines par rapport au traitement AH (p < 0,05) CQ : Chloroquine
r : augmentation significative du taux de protéines par rapport au traitement Rapa (p < 0,05) Rapa : Ramamycine
 : diminution significative du taux de protéines par rapport au traitement Rapa (p < 0,05) AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul)
: augmentation significative du taux de protéines par rapport au traitement AH + CQ (p < 0,05) V :  vaccin (Engerix B)
: diminution significative du taux de protéines par rapport au traitement AH + CQ (p < 0,05) - : absence de différence statistique
 :  augmenta on significa ve du taux de protéines par rapport au traitement  V (p < 0,05)
 : diminution significative du taux de protéines par rapport au traitement  V (p < 0,05)

Rubicon

IRGM

SQSTM1/
p62

LC3-II

V V + CQ V + Rapa

LC3-I

AH AH + CQ AH + Rapa
Traitement

Témoin CQ Rapa
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LC3-I : Les comparaisons intragroupes rapportent une diminution de la quantité de protéine 
LC3-I, chez le groupe MFM, suite aux traitements Rapa et V par comparaison avec le 
traitement témoin. Chez le groupe contrôle, le traitement AH a fait augmenter la quantité de 
protéine LC3-I par comparaison avec le traitement témoin (Tableau 17, Figure 17). 
 
Les autres comparaisons ont rapporté une augmentation de LC3-I chez le groupe contrôle 
après traitement AH + CQ par comparaison avec le traitement CQ et une baisse de LC3-I 
après traitement AH + Rapa chez les deux groupes par comparaison avec le traitement AH. 
LC3-I a été retrouvée en plus faible quantité chez le groupe contrôle après traitement V par 
rapport au traitement AH et après traitement V + CQ par rapport au traitement AH + CQ. En 
comparaison avec le traitement V, le taux de LC3-I a été augmenté par le traitement V + CQ 
et diminué par le traitement V + Rapa chez le groupe contrôle (Tableau 17, Figure 17). 
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Figure 17 : Résultats de quantification de la protéine LC3-I dans les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
CQ : Chloroquine 
Rapa : Ramamycine 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
p : p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r : p < 0,05 par comparaison avec le traitement CQ au sein du groupe indiqué 
† : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH + CQ au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement V au sein du groupe indiqué 
Significativité obtenue au test de Wilcoxon en comparaison intragroupe  
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LC3-II : Une quantité supérieure de protéine LC3-II a été retrouvée dans les PBMC du 
groupe MFM en présence de Rapa par comparaison avec les PBMC du groupe contrôle (* 
dans le Tableau 16 et Figure 18). LC3-II a été significativement accumulée dans les PBMC 
des deux groupes suite aux traitements CQ et AH par comparaison avec le traitement témoin 
respectif de chaque groupe. Cette accumulation par rapport au traitement témoin a également 
été retrouvée dans le groupe MFM suite au traitement V (Tableau 17, Figure 18). 
 
D’autres comparaisons ont mis en avant une augmentation de la quantité de LC3-II après les 
traitements AH + Rapa et V + Rapa chez le groupe contrôle par comparaison avec le 
traitement Rapa. Comme pour LC3-I, LC3-II a été retrouvée en plus faible quantité chez le 
groupe contrôle après traitement V par rapport au traitement AH et après traitement V + CQ 
par rapport au traitement AH + CQ. Dans le groupe contrôle, le taux de LC3-II a été 
augmenté par le traitement AH + CQ et réduit par le traitement AH + Rapa par rapport au 
traitement AH. Le traitement V + CQ a quant à lui augmenté la quantité de LC3-II par rapport 
au traitement V dans les deux groupes (Tableau 17, Figure 18). 
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Figure 18 : Résultats de quantification de la protéine LC3-II dans les PBMC 
 

Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
CQ : Chloroquine 
Rapa : Ramamycine 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
* p < 0,05 au test de Mann-Whitney entre les groupes Ctrl et MFM au sein du traitement indiqué en colonne 
p : p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
† : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement Rapa au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH + CQ au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement V au sein du groupe indiqué 
 
Significativité obtenue au test de Wilcoxon en comparaison intragroupe  
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Ratio LC3-II/LC3-I : Afin de compléter les quantifications de LC3-I et LC3-II, de rendre 
compte de l’écart de présence intracytoplasmique des deux formes de la protéine et 
d’améliorer l’interprétation des effets des traitements CQ et Rapa, une analyse du ratio 
LC3-II/LC3-I a été réalisée. L’augmentation de présence de la forme II de la protéine LC3 
observée dans les PBMC des deux groupes par comparaison avec le traitement témoin 
(Figure 18) a significativement fait augmenter le ratio LC3-II/LC3-I dans ces deux groupes 
par rapport au traitement témoin (Figure 19). Les PBMC du groupe MFM ayant un taux de 
LC3-I réduit en présence du traitement Rapa par comparaison avec le traitement témoin 
(Figure 17), le ratio LC3-II/LC3-I résultant s’en trouve augmenté (Figure 19). Les PBMC du 
groupe contrôle présentent quant à eux un ratio LC3-II/LC3-I réduit en présence du traitement 
Rapa par rapport au traitement CQ (Figure 19).  
 

 

Figure 19 : Résultats de quantification du ratio LC3-II/LC3-I dans les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
CQ : Chloroquine 
Rapa : Ramamycine 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
 
p : p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r : p < 0,05 par comparaison avec le traitement CQ au sein du groupe indiqué 
Significativité obtenue au test de Wilcoxon en comparaison intragroupe 
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SQSTM1/p62 : La protéine SQSTM1/p62 a été observée en quantité réduite chez le groupe 
contrôle suite au traitement Rapa par rapport au traitement témoin. Une réduction de la 
présence de cette protéine a également été relevée au sein des deux groupes après traitement 
AH par comparaison avec le traitement témoin respectif de chaque groupe (Tableau 17, 
Figure 20). 
 
Les autres comparaisons ont mis en avant une baisse significative de la quantité de 
SQSTM1/p62 après les traitements AH + CQ et V + CQ chez les deux groupes par 
comparaison avec le traitement CQ respectif de chaque groupe. Le traitement AH + Rapa a 
diminué la quantité de SQSTM1/p62 des deux groupes par rapport aux traitements Rapa et 
AH respectifs de chaque groupe. Le même effet a été observé pour le traitement V + Rapa par 
comparaison avec les traitements Rapa et V respectifs de chaque groupe (Tableau 17, Figure 
20). 
 

 
 

Figure 20 : Résultats de quantification de la protéine SQSTM1/p62 dans les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
CQ : Chloroquine 
Rapa : Ramamycine 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
p : p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r : p < 0,05 par comparaison avec le traitement CQ au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement Rapa au sein du groupe indiqué 
† : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement V au sein du groupe indiqué 
Significativité obtenue au test de Wilcoxon en comparaison intragroupe  
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IRGM : Les comparaisons intragroupes effectuées ont mis en avant une réduction 
significative de la présence de la protéine IRGM suite au traitement V chez le groupe contrôle 
par rapport au traitement témoin (Tableau 17, Figure 21). 
 
Cette baisse de présence de la protéine IRGM suite au traitement V est également 
significative pour le groupe contrôle par comparaison avec le traitement AH. De la même 
manière, le traitement V + CQ réduit la quantité de la protéine IRGM chez le groupe contrôle 
par comparaison avec le groupe CQ mais également par comparaison avec le groupe AH + 
CQ (Tableau 17, Figure 21). 
 
 

 
 

Figure 21 : Résultats de quantification de la protéine IRGM dans les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
CQ : Chloroquine 
Rapa : Ramamycine 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
 
p : p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r : p < 0,05 par comparaison avec le traitement CQ au sein du groupe indiqué 
† : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement AH + CQ au sein du groupe indiqué 
Significativité obtenue au test de Wilcoxon en comparaison intragroupe 
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Rubicon : Les PBMC du groupe MFM ont présenté un niveau basal de Rubicon supérieur aux 
contrôles, sans mise en contact avec des particules aluminiques ou des modulateurs de 
l’autophagie (* dans le Tableau 16 et Figure 22)  
 
Par comparaison avec le traitement témoin respectif de chaque groupe, la protéine Rubicon a 
été retrouvée en quantité réduite après les traitements AH et V au sein des deux groupes. Cette 
baisse de quantité a été retrouvée après les traitements AH + CQ et V + CQ en comparaison 
avec le traitement CQ respectif de chaque groupe ainsi qu’après les traitements AH + Rapa et 
V + Rapa par comparaison avec le traitement Rapa respectif de chaque groupe. (Tableau 17, 
Figure 22). 
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Figure 22 : Résultats de quantification de la protéine Rubicon dans les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
CQ : Chloroquine 
Rapa : Ramamycine 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse des images, correspondant à la somme des valeurs de chaque 
pixel composant la région d’intérêt rapportée à sa taille en µm². 
 
* p < 0,05 au test de Mann-Whitney entre les groupes Ctrl et MFM au sein du traitement indiqué en colonne 
p : p < 0,05 par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r : p < 0,05 par comparaison avec le traitement CQ au sein du groupe indiqué 
 : p < 0,05 par comparaison avec le traitement Rapa au sein du groupe indiqué 
Significativité obtenue au test de de Wilcoxon en comparaison intragroupe  
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I.5.  Effet de la présence de particules aluminiques sur la réponse inflammatoire 
des PBMC 
 
Les résultats de quantification des cytokines produites par les PBMC lors de la mise en 
contact avec différents traitements ont été rassemblés dans le Tableau 18.  
 
Parmi les onze cytokines étudiées, trois n’ont pas fait l’objet d’analyses statistiques (IL-1β, 
IL-12p40 et TGF-β) en raison de leur présence à des quantités inférieures au seuil de 
détection de la méthode utilisée ou en raison de détections anecdotiques non compatibles avec 
l’analyse des données. Cinq des huit cytokines dont les données ont été analysées (IL-8, 
IL-18, CXCL1, CCL2 et TNF-α) ont présenté des différences statistiques de quantité entre le 
groupe contrôle et le groupe MFM, des modulations significatives de production imputables 
aux traitements appliqués et/ou une corrélation statistique avec l’âge des individus donneurs. 
Les différentes modulations de ces cinq cytokines sont développées une à une. 
  



Données expérimentales 

Thèse Jean-Daniel Masson 190 

Tableau 18 : Quantification de cytokines relarguées par les PBMC exposées à des particules 
aluminiques 

 
Traitement 

Témoin 
  

AH 
  

V 
  Friedman 

  Groupe       Χ² p 

IL-1β 
Ctrl Protéine très rarement retrouvée au-dessus du seuil de détection  

(n = 2 pour le groupe Ctrl et n = 1 pour le groupe MFM). 
Analyses statistiques non applicables. MFM 

IL-6 

Ctrl 
125,87 

(59,28 - 288,53) 
    

207,7 
(83,19 - 258,96) 

  

  
248,56 

(128,79 - 364,78) 
  

  5,091 ns 

MFM 
236,23 

(60,34 - 342,38) 
    

270,22 
(80,23 - 356) 

  
329,94 

(95,44 - 393,92) 
  1,750 ns 

IL-8 

Ctrl 
464,52 

(345,27 - 515,48) 
    432,31 

(384,97 - 478,48) 
* 

  
504,24 

(455,44 - 550,89) 
  

  5,636 ns 

MFM 
498,09 

(444,44 - 518,52) 
    503,59 

(469,98 - 558,54) 
  

528,82 
(476,85 - 615,26) 

  4,000 ns 

IL-10 

Ctrl 
13,86 

(0 - 19,02) 
    

8,61 
(0 - 36,08) 

  

  
34,26 

(0 - 46,37) 
  

  3,350 ns 

MFM 
23,16 

(3,81 - 31,51) 
    

10,46 
(0 - 31,25) 

  
13,89 

(0 - 29,4) 
  0,667 ns 

IL-12p40 
Ctrl Protéine constamment sous le seuil de détection. 

Analyses statistiques non applicables. MFM 

IL-18 

Ctrl 
0 

(0 - 0) 
    

0 
(0 - 7,03) 

  

  
0 

(0 - 39,81) 
  

  6,333 0,042 

MFM 
0 

(0 - 0) 
    

0 
(0 - 0) 

  
20,06 

(0 - 56,79) 
p r 

  9,500 0,009 

CXCL1 

Ctrl 154,39 
(118,37 - 196,34) 

* 

  
152,16 

(116,89 - 175,11) 
* 

  
149,66 

(135,68 - 198,87) 
* 

  4,545 ns 

MFM 275,45 
(220,84 - 293,62) 

  
254,02 

(233,1 - 291,67) 
  

249,98 
(206,22 - 333,26) 

  1,750 ns 

CCL2 

Ctrl 
322,02 

(300,25 - 366,74) 
    

338,28 
(312,72 - 380,25) 

  

  
367,86 

(345,85 - 395,08) 
r   

  7,091 0,029 

MFM 
344,44 

(299,08 - 381,77) 
    

367,82 
(351,2 - 390,78) 

  
360,63 

(335,6 - 432,57) 
  5,250 ns 

CCL4 

Ctrl 
123,22 

(84,62 - 150,41) 
    

129,66 
(92,29 - 146,45) 

  

  
137,39 

(98,43 - 165,52) 
  

  1,273 ns 

MFM 
105,23 

(100,94 - 118,08) 
    

103,5 
(94,26 - 121,01) 

  
105,52 

(96,55 - 113,17) 
  1,000 ns 

TGF-β 
Ctrl Protéine constamment sous le seuil de détection. 

Analyses statistiques non applicables. MFM 

TNF-α 

Ctrl 
0 

(0 - 37,15) 
    

67,07 
(46,1 - 117,7) 

p 
* 

  
164,62 

(94,38 - 235,08) 
p r 

* 

  20, 182 < 0,001 

MFM 
0 

(0 - 21,64) 
    

25,53 
(17,32 - 49,92) 

p 
  

75,54 
(35 - 144,92) 
p r 

  14,000 0,001 

Données exprimées sous forme de médiane et quartiles (entre parenthèses) en unité arbitraire définie ci-avant 
* p < 0,05 au test de Mann-Whitney entre les groupes Ctrl et MFM au sein du traitement indiqué en colonne 
p p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué en ligne 
r p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué en ligne 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) ; V : vaccin (Engerix B®) ; ns : non significatif 
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IL-8 : Les PBMC du groupe MFM ont produit significativement plus d’IL-8 que les PBMC 
du groupe contrôle en présence d’AH. Cette différence n’est cependant pas statistiquement 
induite par la présence de l’adjuvant car la concentration en IL-8 a été similaire entre les 
différents traitements après 4 h de mise en contact (Tableau 18, Figure 23). 
 

 
 

Figure 23 : Résultats de quantification de la cytokine IL-8 produite par les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse, correspondant à l’intensité de chimiluminescence du signal 
normalisé par l’intensité du contrôle positif 
 
* p < 0,05 au test de Mann-Whitney entre les groupes contrôle et MFM au sein du traitement indiqué en colonne 
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IL-18 : La production d’IL-18 par les PBMC du groupe MFM a été significativement accrue 
par la présence de vaccin dans le milieu de culture. La quantité d’IL-18 retrouvée dans le 
milieu de culture des cellules du groupe MFM après 4 h de mise en contact avec le vaccin 
Engerix B® a été plus importante qu’avec les traitements témoin et AH (Tableau 18, Figure 
24). Notons toutefois que ce résultat doit être observé avec une certaine prudence en raison de 
la faiblesse des effectifs (n = 4 dosages supérieurs au seuil de détection pour le traitement V). 
 

 
 

Figure 24 : Résultats de quantification de la cytokine IL-18 produite par les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse, correspondant à l’intensité de chimiluminescence du signal 
normalisé par l’intensité du contrôle positif 
 
p p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
  



Données expérimentales 

Thèse Jean-Daniel Masson 193 

CXCL1 : Les comparaisons intergroupes ont mis en avant une production de CXCL1 plus 
importante par les PBMC du groupe MFM par rapport au groupe contrôle quel que soit le 
traitement appliqué. Les analyses démontrent que les différents traitements n’ont pas modulé 
l’excrétion de cette cytokine dans le groupe contrôle comme dans le groupe MFM (Tableau 
18, Figure 25). 
 
L’analyse par corrélation de Spearman a mis en avant une corrélation négative significative 
(p < 0,05) entre l’âge des donneuses du groupe MFM et le niveau de CXCL1 excrété par leurs 
PBMC en condition témoin (en l’absence de particules aluminiques). Le taux de CXCL1 
produit par les PBMC des patientes MFM serait donc de moins en moins important au cours 
du vieillissement avec un R² de régression linéaire de 0,678 (Figure 26). 
 

 
Figure 25 : Résultats de quantification de la cytokine CXCL1 produite par les PBMC 

 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse, correspondant à l’intensité de chimiluminescence du signal 
normalisé par l’intensité du contrôle positif 
 
* p < 0,05 au test de Mann-Whitney entre les groupes contrôle et MFM au sein du traitement indiqué en colonne 
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Figure 26 : Régression linéaire modélisant la corrélation entre l’âge des donneuses du groupe 

MFM et la production de CXCL1 sous traitement témoin 
 
Les résultats sont représentés sous forme de données individuelle pour les 8 donneuses du groupe MFM. 
 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse, correspondant à l’intensité de chimiluminescence du signal 
normalisé par l’intensité du contrôle positif 

  



Données expérimentales 

Thèse Jean-Daniel Masson 195 

CCL2 : La production de la protéine CCL2 a été similaire entre le groupe contrôle et le 
groupe MFM quel que soit le traitement appliqué aux cellules. La production de CCL2 par les 
PBMC du groupe contrôle a été significativement amplifiée par le traitement V. La quantité 
de CCL2 retrouvée dans le milieu extracellulaire après 4 h de mise en contact avec le vaccin 
Engerix B® a été plus importante qu’avec le traitement AH (Tableau 18, Figure 27). 
 

 
 

Figure 27 : Résultats de quantification de la cytokine CCL2 produite par les PBMC 
 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse, correspondant à l’intensité de chimiluminescence du signal 
normalisé par l’intensité du contrôle positif 
 
r p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
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TNF-α : La production de TNF-α par les PBMC a été significativement modulée par les 
traitements appliqués aux cellules. Les PBMC des deux groupes, exposées aux traitements 
AH et V, ont produit significativement plus de TNF-α respectivement au traitement témoin de 
chaque groupe. De plus, les PBMC exposées au traitement V ont excrété un niveau de TNF-α 
supérieur à celles sous traitement AH au sein du même groupe. Enfin les PBMC du groupe 
MFM ont produit significativement moins de TNF-α que les cellules du groupe contrôle dans 
les conditions de traitement AH et V, cette différence n’étant pas visible en condition témoin 
(Tableau 18, Figure 28). 
 

 
Figure 28 : Résultats de quantification de la cytokine TNF-α produite par les PBMC 

 
Les résultats sont représentés sous forme de médiane (barre rouge) et quartiles (moustaches). 
 
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant seul) 
V : Vaccin (Engerix B®) 
u.a. : Unité arbitraire, obtenue lors de l’analyse, correspondant à l’intensité de chimiluminescence du signal 
normalisé par l’intensité du contrôle positif 
 
* p < 0,05 au test de Mann-Whitney entre les groupes contrôle et MFM au sein du traitement indiqué en colonne 
p p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement témoin au sein du groupe indiqué 
r p < 0,05 au test de Wilcoxon par comparaison avec le traitement AH au sein du groupe indiqué 
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I.6. Récapitulatif des résultats et premières interprétations 
 
Les observations cellulaires réalisées suggèrent que les PBMC de patientes atteintes de MFM 
sont de taille comparable aux cellules contrôles. De plus, l’analyse microscopique démontre 
une capacité d’internalisation des particules aluminiques ainsi qu’une présence lysosomale au 
sein de ces cellules similaires à celles des contrôles. 
 
La mesure du flux autophagique basal ne permet pas de différencier les cellules de patientes 
MFM de celles des individus contrôles dans les conditions de l’étude. La différence statistique 
majeure distinguant PBMC MFM et contrôles est la présence de la protéine Rubicon en 
quantité supérieure chez les patientes MFM, en condition témoin (sans traitement des 
cellules). La présence de cette protéine est, de plus, fortement régulée par les traitements 
utilisés avec une réduction importante du taux de Rubicon en présence de particules 
aluminiques, qu’elles proviennent de l’adjuvant seul ou du vaccin. 
 
Dans l’ensemble, les résultats de l’expérimentation in vitro sur les PBMC mettent en avant la 
réponse de la protéine LC3 à la présence de particules aluminiques. Les taux des deux formes 
de la protéine LC3 sont en effet modulés par les traitements prouvant la mise en place rapide 
d’un mécanisme LC3 dépendant en présence de particules aluminiques (avec l’adjuvant seul 
ou un vaccin entier). Les variations de concentration de ces protéines suivent celles attendues 
en cas d’activation du processus autophagique. La réponse de la protéine SQSTM1/p62, 
observée en présence de modulateurs de l’autophagie, suit en revanche une évolution 
innatendue laissant supposer que le mécanisme observé pourrait être de nature différente à 
celui, envisagé initialement, de l’autophagie canonique. 
 
Les mesures de cytokines effectuées dans le milieu de culture décrivent quant à elles le rôle 
pro-inflammatoire des adjuvants Al, encore accentué en présence d’antigènes. En effet, 
l’excrétion de trois des onzes cytokines analysées a été modulée par la présence de particules 
aluminique, IL-18 et CCL2 en présence de vaccin et TNF-α en présence d’adjuvant et de 
vaccin. La production de TNF-α a été significativement augmentée en présence d’adjuvant 
seul et augmenté de façon plus importante encore en présence de vaccin. 
 
De manière intéressante, la production de TNF-α par les PBMC de patientes MFM, bien que 
suivant la même augmentation significative, a été systématiquement et significativement 
inférieure à celle des PBMC contrôles en présence de particules aluminiques, ce qui atteste 
d’une réponse inflammatoire perturbée chez les patientes MFM. 
 
De plus, les PBMC MFM ont également présenté un taux natif caractéristique de CXCL1 
supérieur à celui des individus contrôles, négativement corrélé à l’âge des patientes et sans 
modulation par les traitements utilisés dans cette étude. 
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II. Études in vivo 
 

II.1. Évaluation du traitement pharmacologique perturbant l’autophagie 
(Masson et al., 2020) 
 

II.1.1. Rappel du protocole expérimental 
 
Les données relatives à l’élevage, aux accouplements et à l’exposition des animaux ont été 
décrites dans la section précédente de même que l’ensemble des protocoles de tests et 
d’analyses histologiques (Chapitre II.1. de la section méthodologie). 
 
Pour rappel, lors de cette expérimentation, des animaux adultes ou juvéniles en début 
d’expérimentation ont été soumis à des injections IP de HCQ sur une durée de quatre mois. 
L’accumulation du composé dans le sérum des animaux a été suivie et une évaluation de 
l’impact du traitement sur le flux autophagique a été réalisée dans différents organes. Enfin le 
développement sensori-moteur des souriceaux et le comportement individuel des animaux 
adultes ont été étudiés afin de contrôler l’absence d’effets indésirables. 
 
 
La Figure 29 illustre l’expérimentation réalisée sous forme de résumé graphique. 
 
Les Figure 30 et Figure 31 illustrent respectivement sur une échelle de temps les 
expérimentations in vivo de la cohorte adulte et de la cohorte juvénile. 
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Figure 29 : Représentation graphique du déroulement de l'expérimentation 

 
HCQ : Hydroxychloroquine 
IM : Injection intramusculaire 

199 

: Représentation graphique du déroulement de l'expérimentation in vivo évaluant le traitement pharmacologique

  

Données expérimentales 

 

évaluant le traitement pharmacologique 



Thèse Jean-Daniel Masson 200

Figure 30 : Représentation du déroulement de l'expérimentation 
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: Représentation du déroulement de l'expérimentation in vivo sur la cohorte adulte
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Figure 31 : Représentation du déroulement de l'expérimentation 
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: Représentation du déroulement de l'expérimentation in vivo sur la cohorte juvénile
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sur la cohorte juvénile 
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II.1.2. Effet du traitement sur le poids corporel des animaux 
 

II.1.2.1. Cohorte adulte 
 
L’ANOVA à 2 facteurs réalisée pour déterminer l’effet du traitement pharmacologique sur le 
poids corporel des animaux de la cohorte adulte entre D1 et D136 n’a mis en évidence aucune 
différence significative entre les quatre groupes (Tableau 19). 
 
L’effet du facteur « sexe » a été significatif durant toute la durée de l’expérimentation. Les 
femelles présentant un poids corporel plus faible que les mâles (Tableau 19). 
 
L’interaction entre les deux facteurs n’a jamais été observée significative. 
 
 

II.1.2.2. Cohorte juvénile 
 
L’ANOVA à 2 facteurs réalisée a permis de mettre en avant l’effet significatif du traitement 
sur le poids corporel des animaux de la cohorte juvénile à PND95 (Tableau 20 et Tableau 
21). Cependant, cette différence n’est pas retrouvée par l’analyse a posteriori des données par 
le test de Dunnett’s comparant le groupe témoin aux animaux traités.  
 
L’analyse démontre une action significative du facteur « sexe » entre PND3 et 10, à PND15 
puis de PND17 à 136 (Tableau 20 et Tableau 21). Les femelles ont toujours un poids 
corporel plus faible que les mâles excepté durant la phase de sevrage maternel, lorsque la 
courbe de poids des petits stagne au moment où ils commencent à adopter la nourriture solide.  
 
Enfin, l’interaction entre les deux facteurs n’a jamais eu d’action significative sur le poids 
corporel des animaux ni durant leur développement, ni après leur sevrage.  
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Tableau 19 : Effet du traitement pharmacologique sur le poids corporel des animaux de la cohorte adulte 
 

Poids (g) 
  Témoin   30 mg/kg   50 mg/kg   70 mg/kg     ANOVA 

 mâles femelles  mâles femelles  mâles femelles  mâles femelles   
Traitement 

 
Sexe 

 
Traitement*sexe 

            F p   F p   F p 

                                       
                               F (3. 124)  

 
F (1. 124) 

  
F (3. 124) 

 D1 
 24,06 ± 1,30 18,97 ± 0,94 

 
24,64 ± 1,30 18,88 ± 0,57 

 
24,51 ± 1,35 18,71 ± 1,09 

 
24,08 ± 1,14 18,72 ± 0,94  

  0,601 ns 
 

790,558 < 0,001 
 

0,739 ns 

                              
  

        
  

                           
   F (3, 82)  

 
F (1, 82) 

  
F (3, 82) 

 D6 
 24,05 ± 1,28 19,09 ± 1,38 

 
24,38 ± 1,10 19,37 ± 0,49 

 
24,86 ± 1,35 19,55 ± 1,10 

 
24,22 ± 1,21 19,02 ± 0,85  

  1,459 ns 
 

436,921 < 0,001 
 

0,115 ns 
D10 

 25,10 ± 1,57 19,10 ± 1,36 
 

25,29 ± 1,23 19,39 ± 0,54 
 

25,83 ± 1,26 19,38 ± 1,20 
 

25,29 ± 1,49 19,14 ± 0,82  
  0,683 ns 

 
533,477 < 0,001 

 
0,203 ns 

D17 
 25,80 ± 1,68 19,67 ± 1,13 

 
25,92 ± 1,22 20,02 ± 0,64 

 
26,50 ± 1,41 20,29 ± 1,10 

 
26,06 ± 1,29 19,72 ± 1,02  

  1,166 ns 
 

539,959 < 0,001 
 

0,121 ns 
D24 

 
26,74 ± 1,82 19,90 ± 1,24 

 
26,10 ± 1,83 19,99 ± 0,61 

 
27,26 ± 1,62 20,19 ± 0,98 

 
26,99 ± 1,14 19,95 ± 0,90 

 
  0,969 ns  543,920  < 0,001 

 
0,587 ns 

D31 
 27,75 ± 1,87 20,46 ± 1,09 

 
27,69 ± 1,36 20,33 ± 0,61 

 
28,04 ± 1,40 20,24 ± 0,94 

 
27,92 ± 0,89 20,00 ± 0,91  

  0,099 ns 
 

857,059 < 0,001 
 

0,372 ns 
D38 

 27,96 ± 1,76 20,70 ± 0,91 
 

27,71 ± 1,37 20,81 ± 0,57 
 

28,35 ± 1,35 20,85 ± 0,87 
 

28,00 ± 0,81 20,27 ± 1,01  
  0,645 ns 

 
881,070 < 0,001 

 
0,501 ns 

  
                           

     
      

  
                           

 
  F (3, 81)  

 
F (1, 81) 

  
F (3, 81) 

 D45 
 28,30 ± 1,64 20,97 ± 1,03 

 
28,57 ± 1,03 21,09 ± 0,90 

 
29,05 ± 1,46 20,84 ± 1,13 

 
28,60 ± 1,12 20,52 ± 1,01  

  0,469 ns 
 

897,703 < 0,001 
 

0,726 ns 
D52  28,15 ± 1,56 21,26 ± 1,39 

 
28,99 ± 1,26 21,29 ± 0,95 

 
29,11 ± 1,29 21,27 ± 1,14 

 
28,69 ± 0,73 20,96 ± 1,23    0,794 ns 

 
802,956 < 0,001 

 
0,691 ns 

D59  28,49 ± 1,78 21,88 ± 1,19 
 

29,40 ± 1,11 21,56 ± 0,83 
 

29,75 ± 1,21 21,86 ± 1,30 
 

29,15 ± 0,92 21,35 ± 1,41    1,079 ns 
 

758,295 < 0,001 
 

1,306 ns 
D66 

 29,01 ± 1,77 21,78 ± 1,13 
 

29,89 ± 1,27 21,56 ± 0,69 
 

30,31 ± 1,11 21,51 ± 1,09 
 

30,02 ± 0,98 21,42 ± 1,25  
  0,693 ns 

 
996,459 < 0,001 

 
1,867 ns 

                              
  

        
  

                           
 

  F (3, 41)  
 

F (1, 41) 
  

F (3, 41)  
D73 

 29,97 ± 1,23 21,38 ± 1,42 
 

29,28 ± 0,95 21,32 ± 1,05 
 

29,80 ± 1,21 21,98 ± 0,93 
 

30,44 ± 0,67 21,72 ± 1,28  
  0,914 ns 

 
596,994 < 0,001 

 
0,446 ns 

D80 
 30,55 ± 1,07 22,83 ± 1,76 

 
29,68 ± 0,62 22,54 ± 1,23 

 
30,27 ± 0,99 22,38 ± 1,15 

 
31,02 ± 0,81 22,08 ± 1,49  

  0,448 ns 
 

478,724 < 0,001 
 

1,018 ns 
D87  31,18 ± 1,02 22,48 ± 1,45 

 
30,40 ± 0,71 22,58 ± 1,00 

 
30,95 ± 0,82 23,02 ± 1,36 

 
31,28 ± 0,78 22,72 ± 1,71    0,418 ns 

 
545,934 < 0,001 

 
0,391 ns 

D94 
 31,27 ± 1,15 22,68 ± 1,32 

 
30,44 ± 1,03 22,90 ± 1,51 

 
31,45 ± 1,10 23,82 ± 1,54 

 
31,54 ± 0,78 22,57 ± 1,48  

  1,127 ns 
 

461,794 < 0,001 
 

0,849 ns 
D101 

 30,85 ± 1,27 23,12 ± 1,28 
 

30,22 ± 1,29 22,96 ± 1,48 
 

31,10 ± 0,92 23,28 ± 1,62 
 

31,42 ± 0,98 22,75 ± 1,54  
  0,415 ns 

 
395,417 < 0,001 

 
0,522 ns 

D108 
 30,80 ± 0,85 23,02 ± 1,35 

 
30,34 ± 1,11 23,40 ± 1,40 

 
30,87 ± 1,17 23,40 ± 1,49 

 
30,88 ± 1,19 22,70 ± 1,60  

  0,150 ns 
 

384,877 < 0,001 
 

0,431 ns 
D115  31,47 ± 1,35 23,27 ± 1,46 

 
31,28 ± 0,81 23,24 ± 1,17 

 
31,82 ± 1,43 24,25 ± 1,49 

 
31,22 ± 1,08 23,18 ± 1,78    0,912 ns 

 
375,293 < 0,001 

 
0,118 ns 

D122 
 31,63 ± 1,89 24,03 ± 1,75 

 
31,62 ± 1,03 23,76 ± 1,15 

 
31,50 ± 1,37 24,65 ± 1,57 

 
31,46 ± 1,20 23,63 ± 1,68  

  0,254 ns 
 

277,758 < 0,001 
 

0,279 ns 
D129 

 31,03 ± 1,49 23,53 ± 1,35 
 

31,90 ± 0,97 24,16 ± 1,16 
 

31,58 ± 1,12 24,75 ± 1,50 
 

31,54 ± 1,05 23,62 ± 1,70  
  1,088 ns 

 
353,417 < 0,001 

 
0,368 ns 

D136 
 31,42 ± 1,37 23,48 ± 1,27 

 
31,44 ± 0,73 23,84 ± 1,25 

 
31,28 ± 1,15 24,15 ± 1,59 

 
31,24 ± 0,63 22,72 ± 1,74  

  0,725 ns 
 

405,531 < 0,001 
 

0,580 ns 
                                                                              

 
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets principaux et l’interaction étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F 
obtenue et la probabilité correspondante. 
ns : non significatif ; D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte)  
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Tableau 20 : Effet du traitement pharmacologique sur le poids corporel des animaux de la cohorte juvénile entre PND3 et PND25 
 

 
 
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets principaux et l’interaction étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F 
obtenue et la probabilité correspondante. 
ns : non significatif 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
  

F p F p F p
F (4,275) F (4,275) F (4,275)

PND3 2,07 ± 0,32 2,12 ± 0,35 2,07 ± 0,33 2,07 ± 0,46 2,15 ± 0,40 1,97 ± 0,38 2,15 ± 0,40 1,96 ± 0,37 2,15 ± 0,37 2,04 ± 0,34 0,137 ns 3,910 <0,05 1,097 ns
PND4 2,56 ± 0,38 2,58 ± 0,34 2,59 ± 0,42 2,58 ± 0,51 2,66 ± 0,44 2,45 ± 0,44 2,68 ± 0,43 2,45 ± 0,49 2,66 ± 0,40 2,55 ± 0,42 0,105 ns 4,527 <0,05 0,932 ns
PND5 3,04 ± 0,46 3,08 ± 0,38 3,10 ± 0,49 3,07 ± 0,54 3,14 ± 0,48 2,95 ± 0,52 3,21 ± 0,48 2,92 ± 0,53 3,21 ± 0,44 3,01 ± 0,49 0,166 ns 5,160 < 0,05 1,100 ns
PND6 3,57 ± 0,48 3,61 ± 0,38 3,58 ± 0,52 3,58 ± 0,58 3,67 ± 0,48 3,46 ± 0,57 3,75 ± 0,48 3,42 ± 0,55 3,75 ± 0,47 3,54 ± 0,50 0,209 ns 5,445 < 0,05 1,374 ns
PND7 4,05 ± 0,52 4,12 ± 0,40 4,08 ± 0,53 4,04 ± 0,59 4,15 ± 0,49 3,91 ± 0,57 4,23 ± 0,51 3,85 ± 0,55 4,20 ± 0,51 4,00 ± 0,53 0,174 ns 6,292 < 0,05 1,573 ns

F (4,273) F (4,273) F (4,273)

PND8 4,53 ± 0,53 4,58 ± 0,44 4,55 ± 0,56 4,55 ± 0,60 4,64 ± 0,51 4,41 ± 0,62 4,72 ± 0,51 4,31 ± 0,59 4,67 ± 0,46 4,51 ± 0,54 0,172 ns 5,578 < 0,05 1,689 ns
F (4,272) F (4,272) F (4,272)

PND9 5,03 ± 0,57 5,05 ± 0,46 5,02 ± 0,57 5,04 ± 0,68 5,10 ± 0,55 4,86 ± 0,64 5,16 ± 0,51 4,81 ± 0,58 5,13 ± 0,52 4,95 ± 0,57 0,156 ns 4,518 < 0,05 1,144 ns
PND10 5,50 ± 0,61 5,53 ± 0,48 5,50 ± 0,57 5,46 ± 0,69 5,51 ± 0,51 5,35 ± 0,64 5,62 ± 0,51 5,23 ± 0,61 5,56 ± 0,57 5,42 ± 0,61 0,266 ns 4,001 < 0,05 1,045 ns
PND11 5,92 ± 0,63 5,98 ± 0,57 5,94 ± 0,61 5,95 ± 0,76 5,95 ± 0,55 5,77 ± 0,71 6,09 ± 0,53 5,66 ± 0,66 6,01 ± 0,60 5,88 ± 0,59 0,289 ns 3,291 ns 1,339 ns

F (4,204) F (4,204) F (4,204)

PND12 6,35 ± 0,80 6,38 ± 0,66 6,35 ± 0,75 6,39 ± 0,86 6,33 ± 0,68 6,08 ± 0,76 6,52 ± 0,64 6,00 ± 0,76 6,44 ± 0,80 6,30 ± 0,73 0,437 ns 2,668 ns 1,004 ns
PND13 6,80 ± 0,80 6,83 ± 0,69 6,77 ± 0,80 6,79 ± 0,86 6,71 ± 0,67 6,53 ± 0,77 6,99 ± 0,66 6,38 ± 0,80 6,84 ± 0,84 6,67 ± 0,79 0,442 ns 2,941 ns 1,181 ns
PND14 7,12 ± 0,87 7,07 ± 0,80 7,11 ± 0,85 7,06 ± 0,88 6,98 ± 0,70 6,79 ± 0,84 7,29 ± 0,74 6,69 ± 0,78 7,16 ± 0,98 7,04 ± 0,84 0,54 ns 3,138 ns 0,813 ns
PND15 7,45 ± 0,86 7,25 ± 0,83 7,42 ± 0,83 7,37 ± 0,94 7,21 ± 0,73 7,02 ± 0,78 7,50 ± 0,73 6,92 ± 0,76 7,36 ± 0,99 7,22 ± 0,81 0,733 ns 4,119 < 0,05 0,613 ns
PND16 7,62 ± 0,85 7,45 ± 0,94 7,64 ± 0,85 7,54 ± 0,97 7,38 ± 0,75 7,25 ± 0,86 7,72 ± 0,76 7,08 ± 0,80 7,53 ± 1,02 7,49 ± 0,87 0,691 ns 3,199 ns 0,842 ns
PND17 7,77 ± 0,86 7,60 ± 0,93 7,74 ± 0,84 7,62 ± 0,94 7,51 ± 0,73 7,39 ± 0,80 7,91 ± 0,78 7,18 ± 0,73 7,74 ± 1,03 7,65 ± 0,92 0,661 ns 4,380 < 0,05 1,074 ns
PND18 7,95 ± 0,85 7,68 ± 0,98 7,88 ± 0,85 7,78 ± 0,89 7,69 ± 0,66 7,54 ± 0,71 8,05 ± 0,75 7,29 ± 0,71 7,96 ± 0,95 7,68 ± 0,76 0,643 ns 7,561 < 0,01 1,114 ns
PND19 8,29 ± 0,92 8,06 ± 0,89 8,18 ± 0,86 8,13 ± 0,99 8,18 ± 0,80 7,77 ± 0,75 8,42 ± 0,75 7,57 ± 0,67 8,15 ± 0,95 7,84 ± 0,75 0,549 ns 10,212 < 0,01 1,336 ns
PND20 8,80 ± 0,92 8,62 ± 0,83 8,77 ± 0,91 8,61 ± 1,06 8,72 ± 0,84 8,22 ± 0,88 9,09 ± 0,81 8,20 ± 0,82 8,86 ± 1,00 8,45 ± 0,81 0,469 ns 11,957 < 0,01 1,173 ns
PND21 9,46 ± 1,09 9,16 ± 0,95 9,33 ± 0,98 9,14 ± 1,30 9,38 ± 0,89 8,67 ± 1,01 9,78 ± 0,89 8,80 ± 1,00 9,48 ± 1,11 9,01 ± 0,96 0,528 ns 14,182 < 0,001 1,033 ns
PND22 10,17 ± 1,13 9,88 ± 0,88 10,01 ± 0,99 9,68 ± 1,39 9,96 ± 1,02 9,27 ± 1,02 10,36 ± 1,03 9,26 ± 1,04 10,00 ± 1,28 9,45 ± 1,05 0,842 ns 15,463 < 0,001 0,941 ns
PND23 11,12 ± 1,20 10,61 ± 0,91 10,95 ± 1,12 10,46 ± 1,36 10,81 ± 1,17 10,12 ± 1,11 11,41 ± 1,07 10,10 ± 1,06 10,98 ± 1,33 10,29 ± 1,07 0,72 ns 21,648 < 0,001 0,889 ns
PND24 11,92 ± 1,40 11,36 ± 0,94 11,82 ± 1,28 11,06 ± 1,32 11,69 ± 1,18 10,72 ± 1,16 12,30 ± 1,21 10,78 ± 1,11 11,93 ± 1,39 11,01 ± 1,14 0,742 ns 31,439 < 0,001 0,901 ns

F (4,203) F (4,203) F (4,203)

PND25 12,85 ± 1,40 12,18 ± 0,96 12,80 ± 1,39 11,84 ± 1,44 12,68 ± 1,20 11,51 ± 1,13 13,21 ± 1,37 11,52 ± 1,10 12,89 ± 1,54 11,80 ± 1,09 0,594 ns 39,706 < 0,001 0,892 ns

Poids (g)
Témoin 15 mg/kg 30 mg/kg 50 mg/kg 70 mg/kg

femelles
Traitement Sexe Traitement*Sexe

ANOVA

mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles
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Tableau 21 : Effet du traitement pharmacologique sur le poids corporel des animaux de la cohorte juvénile entre PND26 et PND136 
 

 
 
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets principaux et l’interaction étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F 
obtenue et la probabilité correspondante. 
ns : non significatif ; PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 

F p F p F p

F (4, 175) F (4, 175) F (4, 175)

PND26 13,84 ± 1,41 12,87 ± 1,17 13,71 ± 1,30 12,63 ± 1,39 13,40 ± 1,22 12,38 ± 1,01 14,14 ± 1,60 12,34 ± 1,07 13,61 ± 1,66 12,45 ± 1,13 0,694 ns 37,548 < 0,001 0,603 ns

F (4, 135) F (4, 135) F (4, 135)

PND28 15,81 ± 1,70 14,32 ± 1,02 15,60 ± 1,63 14,07 ± 1,28 15,29 ± 1,38 13,71 ± 1,15 16,35 ± 1,70 13,55 ± 0,99 15,40 ± 2,27 13,97 ± 1,29 0,616 ns 49,454 < 0,001 1,07 ns
PND30 17,80 ± 1,66 15,74 ± 1,18 17,33 ± 1,69 15,22 ± 1,46 17,08 ± 1,31 15,05 ± 1,15 18,16 ± 1,84 15,06 ± 1,22 16,75 ± 2,66 15,05 ± 1,22 1,463 ns 66,716 < 0,001 0,771 ns
PND35 21,16 ± 1,48 18,07 ± 1,09 20,99 ± 1,67 17,86 ± 0,86 20,56 ± 1,20 17,84 ± 0,87 21,39 ± 1,66 17,95 ± 1,03 20,12 ± 2,94 18,18 ± 0,65 0,705 ns 132,259 < 0,001 1,066 ns
PND40 22,80 ± 1,42 18,62 ± 1,17 22,49 ± 1,80 18,52 ± 0,90 22,04 ± 0,90 18,43 ± 0,68 23,01 ± 1,21 18,54 ± 0,85 21,85 ± 2,82 18,91 ± 0,82 0,721 ns 265,471 < 0,001 1,264 ns
PND42 23,27 ± 1,44 18,76 ± 1,15 23,01 ± 1,92 18,92 ± 1,06 22,37 ± 1,08 18,73 ± 0,73 23,69 ± 1,33 18,49 ± 0,95 22,39 ± 2,68 18,93 ± 1,01 0,74 ns 293,903 < 0,001 1,639 ns

F (4, 134) F (4, 134) F (4, 134)

PND45 24,29 ± 1,43 18,97 ± 1,18 23,71 ± 1,94 19,19 ± 0,71 23,09 ± 1,25 18,84 ± 0,90 24,46 ± 1,29 18,81 ± 0,76 23,82 ± 2,02 19,25 ± 0,96 1,209 ns 471,272 < 0,001 1,407 ns
PND49 25,23 ± 1,45 19,50 ± 1,21 24,70 ± 2,06 19,55 ± 0,73 24,25 ± 1,12 19,26 ± 1,12 25,51 ± 1,34 19,36 ± 0,91 24,90 ± 1,90 19,79 ± 1,08 1,119 ns 551,902 < 0,001 0,914 ns
PND50 25,27 ± 1,35 19,51 ± 1,14 24,73 ± 2,24 19,52 ± 1,01 24,37 ± 1,03 19,39 ± 1,00 25,65 ± 1,41 19,39 ± 0,87 25,03 ± 2,01 19,57 ± 1,21 0,867 ns 536,5 < 0,001 0,872 ns
PND55 26,13 ± 1,35 20,27 ± 1,30 25,55 ± 2,28 20,22 ± 0,85 25,17 ± 1,01 19,91 ± 1,18 26,69 ± 1,36 19,95 ± 0,76 25,72 ± 1,76 20,64 ± 2,44 1,116 ns 456,644 < 0,001 1,308 ns
PND60 26,84 ± 1,47 20,48 ± 1,33 26,31 ± 2,14 20,58 ± 0,81 25,79 ± 1,22 20,35 ± 1,11 27,20 ± 1,35 20,10 ± 0,98 26,30 ± 1,77 21,35 ± 3,05 0,81 ns 431,211 < 0,001 1,709 ns

F (4, 133) F (4, 133) F (4, 133)

PND67 27,15 ± 1,21 20,94 ± 1,17 26,52 ± 2,15 20,96 ± 1,01 26,10 ± 0,94 20,70 ± 1,30 27,54 ± 1,37 20,68 ± 1,05 26,73 ± 1,75 20,92 ± 1,10 1,161 ns 653,746 < 0,001 1,267 ns
PND74 27,68 ± 1,21 21,19 ± 1,17 27,39 ± 2,34 21,67 ± 1,57 26,83 ± 1,17 21,26 ± 1,54 28,01 ± 1,57 21,06 ± 0,99 27,27 ± 1,84 21,19 ± 1,23 0,537 ns 561,725 < 0,001 0,947 ns

F (4, 70) F (4, 70) F (4, 70)

PND81 28,77 ± 0,98 22,39 ± 1,74 29,45 ± 0,89 22,03 ± 1,38 27,55 ± 1,05 21,53 ± 1,59 29,29 ± 1,37 22,01 ± 1,24 28,69 ± 2,05 21,97 ± 1,09 1,885 ns 449,533 < 0,001 0,7 ns
PND88 29,16 ± 0,91 22,80 ± 1,81 30,14 ± 1,12 22,60 ± 1,55 28,04 ± 1,11 21,76 ± 1,62 29,56 ± 1,42 22,09 ± 2,04 29,23 ± 2,03 22,94 ± 1,61 1,951 ns 355,474 < 0,001 0,677 ns
PND95 29,93 ± 1,05 22,86 ± 2,05 30,71 ± 1,00 23,49 ± 1,72 27,90 ± 1,93 22,00 ± 1,47 30,36 ± 1,58 22,80 ± 1,64 29,99 ± 2,11 22,93 ± 1,29 3,668 < 0,05 339,381 < 0,001 0,554 ns

PND102 30,57 ± 0,97 24,10 ± 2,09 31,24 ± 1,16 23,66 ± 1,48 29,15 ± 1,20 22,83 ± 1,69 31,00 ± 1,34 23,19 ± 1,81 30,33 ± 1,98 23,14 ± 1,18 2,233 ns 398,708 < 0,001 0,7 ns
PND109 31,36 ± 0,76 24,43 ± 2,25 31,78 ± 1,17 24,64 ± 2,10 29,75 ± 1,12 23,89 ± 1,66 31,56 ± 1,24 23,77 ± 1,08 30,94 ± 1,92 23,74 ± 1,53 1,769 ns 373,16 < 0,001 0,756 ns
PND116 31,89 ± 0,82 25,30 ± 2,22 32,58 ± 1,40 24,99 ± 2,19 29,95 ± 1,23 24,40 ± 1,62 31,83 ± 1,74 24,13 ± 1,70 31,43 ± 2,18 24,03 ± 1,61 2,158 ns 301,77 < 0,001 1,019 ns
PND123 32,03 ± 1,20 25,80 ± 2,42 32,86 ± 1,44 24,86 ± 2,46 30,64 ± 1,19 23,90 ± 1,67 32,31 ± 1,71 24,90 ± 1,92 31,84 ± 2,23 24,31 ± 1,30 2,144 ns 290,446 < 0,001 0,56 ns
PND130 32,43 ± 1,42 26,23 ± 2,64 33,28 ± 1,61 25,28 ± 2,41 31,16 ± 1,38 24,60 ± 2,10 32,83 ± 1,48 25,20 ± 2,24 32,07 ± 2,10 24,50 ± 1,45 1,641 ns 256,986 < 0,001 0,595 ns

F (4, 69) F (4, 69) F (4, 69)

PND136 31,93 ± 1,31 25,63 ± 2,54 32,65 ± 1,18 25,01 ± 2,20 30,43 ± 1,03 24,24 ± 1,99 32,51 ± 1,59 24,81 ± 2,00 31,87 ± 2,06 24,34 ± 1,69 1,801 ns 275,87 < 0,001 0,634 ns

Traitement Sexe Traitement*Sexe

ANOVA50 mg/kg 70 mg/kg

mâles femelles

Témoin
Poids (g)

15 mg/kg 30 mg/kg

mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles
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II.1.3. Accumulation sérique de l’hydroxychloroquine 
 
Le taux de HCQ dans le sérum des animaux n’a jamais dépassé le seuil de détection chez les 
animaux du groupe témoin. Le reste des animaux présentait un taux de HCQ sérique variable 
entre 0 et 415 ng/ml.  
 
A D3, la HCQ a été détectée chez 7 animaux sur 11 (63 %) appartenant au groupe 30 mg/kg, 
9 animaux sur 10 (90 %) appartenant au groupe 50 mg/kg et 10 animaux sur 10 (100 %) 
appartenant au groupe 70 mg/kg. La concentration médiane en HCQ sérique était 
respectivement de 39, 90 et 96 ng/ml pour les groupes 30, 50 et 70 mg/kg (Figure 32). La 
comparaison multiple des groupes par le test de Mann-Whitney confirme que les groupes 
traités présentaient une concentration en HCQ sérique supérieure aux témoins (p < 0.01 pour 
le groupe 30 mg/ml et p < 0.001 pour les groupes 50 et 70 mg/ml) (Figure 32). A D73 et 
D136, l’ensemble des mesures de concentration sérique en HCQ ont été inférieures à la limite 
de quantification de 25 ng/ml à l’exception d’un animal à D73 présentant un taux de 37 ng/ml 
(qui n’a pas été pris en compte pour les analyses statistiques).  
 
 

 
 

Figure 32 : Dosage de l'hydroxychloroquine sérique des souris de la cohorte adulte traitées 
par injection intra péritonéale 

 
Chaque croix représente la valeur de HCQ dosée chez un animal. Les boites à moustaches 
indiquent la médiane et les quartiles. Le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer les 
doses des animaux des quatre groupes et le test de Mann-Whitney a été utilisé pour les 
comparaisons multiples. ** : p < 0.01 ; *** : p < 0.001 différence statistiquement significative 
par rapport aux témoins ; D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte). 
 
En séparant les genres, la concentration médiane en HCQ sérique des mâles était 
respectivement de 50, 94 et 143 ng/ml pour les groupes 30, 50 et 70 mg/kg et la concentration 
médiane en HCQ sérique des femelles était respectivement de 14, 83 et 77 ng/ml pour les 
groupes 30, 50 et 70 mg/kg (Figure 33). Selon la comparaison multiple des groupes par le test 
de Mann-Whitney, la concentration en HCQ sérique était plus importante dans les groupe 
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30 mg/kg (p < 0.05), 50 et 70 mg/kg (p < 0.01) chez les mâles et dans les groupes 50 mg/kg 
(p < 0.05) et 70 mg/kg (p < 0.01) chez les femelles par rapport aux témoins (Figure 33). 
Aucune différence de concentration n’a été observée entre les mâles et les femelles quelle que 
soit la dose de composé. 
 
 

 
 

Figure 33 : Dosage de l'hydroxychloroquine sérique des souris à D3 exprimée par genre 
 

Chaque croix représente la valeur de HCQ dosée chez un animal. Les boites à moustaches 
indiquent la médiane et les quartiles. Le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer les 
doses des animaux des quatre groupes et le test de Mann-Whitney a été utilisé pour les 
comparaisons multiples. * : p < 0.05 ; ** : p < 0.01 différence statistiquement significative par 
rapport aux témoins. 
 
 

II.1.4. Analyses histochimiques : évaluation de l’impact du traitement sur le 
flux autophagique 

 
II.1.4.1. Cohorte adulte 

 
Les résultats de comparaison des quantifications protéiques sont résumés dans le Tableau 22. 
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Tableau 22 : Effets du traitement sur le taux de protéines de l'autophagie des différents organes de la cohorte adulte 
 

Organe Muscle tibial antérieur Ganglions lymphatiques Rate Foie Cerveau 

   
Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg) 

Endpoint Sexe Protéine 30 50 70 30 50 70 30 50 70 30 50 70 30 50 70 

D3 

♂ 
LC3-I - - - - ↑ ↑ - - - - ↓ ↓ - - - 
LC3-II - - - - - - - - - - - ↓ - - - 

SQSTM1/p62 - - - - - - - - - - ↓ ↓ - - - 

♀ 
LC3-I - - - - - ↑ - - - - - - - - - 
LC3-II - - - - ↑ ↑ - - - - - - - - - 

SQSTM1/p62 - - - - - ↑ - - - - - - ↓ - - 

D73 

♂ 
LC3-I - - - - - - - - - - - - - - - 
LC3-II - - - - - - - - - - - - - - - 

SQSTM1/p62 - - ↓ - - - - ↓ - - ↓ ↓ - - - 

♀ 
LC3-I - - - - - - - - - - - - ↓ - - 
LC3-II - - - - - - - - - - - - - ↓ - 

SQSTM1/p62 - - - - - - - - ↓ - - - - - - 

D136 

♂ 
LC3-I - - - - ↑ ↑ - - - - - ↓ ↓ - ↓ 
LC3-II - - - ↑ ↑ - - ↓ - - - ↓ ↓ - ↓ 

SQSTM1/p62 - ↓ - ↓ - - ↓ ↓ ↓ - - ↓ - - - 

♀ 
LC3-I - - - - ↑ - - - - - ↑ ↑ - - - 
LC3-II - - - - - - - - - ↑ ↑ ↑ - - - 

SQSTM1/p62 - - - - - - - - ↓ ↑ ↑ ↑ - - - 
 
Les résultats sont présentés sous forme de différence par rapport au groupe contrôle après analyse par un test de Kruskal-Wallis. 
Les comparaisons multiples ont été réalisées par un test de Mann-Whitney sur des effectifs de n = 5 animaux par groupe, sexe. 
- : absence de différence statistique 
↑ : augmentation significative du taux de protéines par rapport au groupe contrôle (p < 0,05) 

↓ : diminution significative du taux de protéines par rapport au groupe contrôle (p < 0,05) 
D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte) 
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Par comparaison avec le groupe contrôle, plusieurs protéines ont été significativement 
accumulées ou ont vu leur taux réduit sans organisation apparente et sans relation avec 
l’organe concerné (Tableau 22). 
 
À D3, seuls les ganglions lymphatiques et le foie ont présenté des modulations d’expression 
protéique induites par le traitement pharmacologique pour les mâles. Ainsi le taux de LC3-II 
du foie a été diminué dans le groupe d’exposition 70 mg/kg et le taux de SQSTM1/p62 des 
ganglions lymphatiques a été réduit pour les groupes 50 et 70 mg/kg. 
Chez les femelles, le taux protéique a été modulé par le traitement dans les ganglions 
lymphatiques et le cerveau. La protéine LC3-II a été significativement accumulée dans les 
ganglions lymphatiques des groupes d’exposition 50 et 70 mg/kg. Le taux de SQSTM1/p62 a 
été statistiquement plus important dans les ganglions lymphatiques du groupe 70 mg/kg mais 
moins important dans le cerveau du groupe 30 mg/kg.  
 
À D73, les taux protéiques ont été modifiés par le traitement dans le TA, la rate et le foie des 
mâles. Le taux de SQSTM1/p62 a été réduit dans le TA pour le groupe 70 mg/kg, dans la rate 
pour le groupe 50 mg/kg et dans le foie pour les groupes 50 et 70 mg/kg. 
Chez les femelles, le traitement pharmacologique a eu un impact sur la rate et le cerveau. La 
protéine LC3-II a été retrouvée en plus faible quantité dans le cerveau du groupe 50 mg/kg et 
le taux de SQSTM1/p62 a été diminué dans la rate du groupe 70 mg/kg. 
 
À D136, l’ensemble des organes des mâles ont présentés une modulation protéique. LC3-II a 
été accumulée dans les ganglions lymphatiques des groupes 30 et 50 mg/kg mais réduit dans 
la rate pour le groupe 50 mg/kg, dans le foie pour le groupe 70 mg/kg et dans le cerveau pour 
les groupes 30 et 70 mg/kg. Le traitement a significativement diminué le taux de 
SQSTM1/p62 dans le TA pour le groupe 50 mg/kg, dans les ganglions lymphatiques pour le 
groupe 30 mg/kg et dans la rate pour le groupe 70 mg/kg. 
Chez les femelles, une modulation du taux de protéine a été observée dans les ganglions 
lymphatiques, la rate et le foie. LC3-II a été retrouvée en plus grande quantité dans le foie 
pour tous les groupes d’exposition. Le taux de SQSTM1/p62 a également été augmenté dans 
le foie pour l’ensemble des groupes mais a été retrouvé diminué dans la rate du groupe 
70 mg/kg. 
 
L’accumulation des protéines LC3-II et SQSTM1/p62 attendue en cas d’inhibition de 
l’autophagie n’a été observée que dans le foie des animaux femelles à D136 pour l’ensemble 
des groupes et dans les ganglions lymphatiques des animaux femelles à D3 pour le groupe 
70 mg/kg (Tableau 22). Cette observation a été complétée par l’utilisation d’une seconde 
méthode de calcul reposant sur le ratio LC3-II/LC3-I. Ce ratio n’a été augmenté dans aucun 
organe de manière synchrone avec une accumulation de SQSTM1/p62, ce qui aurait été un 
signe de perturbation du processus autophagique dans ses derniers stades par une perturbation 
de l’acidification lysosomale. En tant qu’organe distant du site d’injection, le TA n’a pas 
présenté de signe d’accumulation des protéines LC3-II ou SQSTM1/p62 chez les mâles 
comme chez les femelles (Figure 34). 
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Figure 34 : Western blot représentatif des protéines LC3 et 
tibial antérieur des animaux adultes sacrifiés à D136

 
Représentation des variations interindividuelles et intergroupe
protéique. (A) Données mâles n = 5/groupe
protéique normalisé analysé par un test de Kruskal
par le test de Mann-Whitney ; * 
 

II.1.4.2. Cohorte juvénile
 
Les résultats de comparaison des quantifications protéiques sont résumés dans le 
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: Western blot représentatif des protéines LC3 et SQSTM1/p62 dans le muscle 
tibial antérieur des animaux adultes sacrifiés à D136 

Représentation des variations interindividuelles et intergroupes des variations d’expression 
protéique. (A) Données mâles n = 5/groupe ; (B) Données femelles n = 5/groupe. Tau
protéique normalisé analysé par un test de Kruskal-Wallis. Comparaisons multiples réalisées 

; * p < 0,05. 

.2. Cohorte juvénile 

Les résultats de comparaison des quantifications protéiques sont résumés dans le 
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Les résultats de comparaison des quantifications protéiques sont résumés dans le Tableau 23. 
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Tableau 23 : Effets du traitement sur le taux de protéines de l'autophagie des différents organes de la cohorte juvénile 
 

 
Les résultats sont présentés sous forme de différence par rapport au groupe contrôle après analyse par un test de Kruskal-Wallis. 
Les comparaisons multiples ont été réalisées par un test de Mann-Whitney sur des effectifs de n = 5 animaux par groupe, sexe. 
- : absence de différence statistique 
↑ : augmentation significative du taux de protéines par rapport au groupe contrôle (p < 0,05) 

↓ : diminution significative du taux de protéines par rapport au groupe contrôle (p < 0,05) 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 

Endpoint Sexe Protéine 15 30 50 70 15 30 50 70 15 30 50 70 15 30 50 70 15 30 50 70
LC3-I - - - ↓ - - - - - - - - - - - - - - ↓ ↓
LC3-II - ↓ ↓ ↓ - - - - - - - - - - - -  ↓ ↓ ↓ ↓

SQSTM1/p62 - - ↓ - - - - - - ↑ - - - - - - - - - -
LC3-I - - - - ↑ - - - - - - - - - - - - - - -
LC3-II - - - - - ↑ - - - - - - - - - - - - - -

SQSTM1/p62 - - - - ↑ ↑ - - - - - - - - - - - - - -
LC3-I - - - - - - - - ↑ - - - - - - - ↑ - ↑ -
LC3-II - ↑ - - - - - - - - - - - - - - ↑ ↑ ↑ -

SQSTM1/p62 - - - - - - - - ↑ - - ↓ - - - - ↑ - ↑ ↑
LC3-I - - - - ↑ - - ↓ - - - - - - - - - - ↑ -
LC3-II - - - - - - - - - - - - - - - - - - ↑ -

SQSTM1/p62 ↑ ↑ - - - - - - - ↓ ↓ ↓ - - - - - - - -
LC3-I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LC3-II - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

SQSTM1/p62 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LC3-I - - - - - - - - - - - - ↓ - - ↓ - - - -
LC3-II - - - - - ↑ - - ↓ ↓ - - - - - - - - - -

SQSTM1/p62 - - - - - ↑ - ↓ ↓ ↓ - - - - - - - - - -
LC3-I - - - - ↑ ↑ ↑ ↑ - - - - - - - - - - - -
LC3-II - - - - - ↑ - ↑ - - - - - - - - - - - -

SQSTM1/p62 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LC3-I - ↓ ↓ - - - - - - - - - ↑ ↑ - ↑ ↑ - - ↓
LC3-II - - ↓ - - - - - - - - - ↑ ↑ ↑ ↑ - - ↓ ↓

SQSTM1/p62 - - ↓ - - - - - - ↑ - - - - - - - - - -

♀

PND136

♂

♀

Organe

PND11

♂

♀

PND26

♂

♀

PND73

Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg)

♂

Muscle tibial antérieur Ganglions lymphatiques Rate Foie Cerveau
Groupe (mg HCQ/kg) Groupe (mg HCQ/kg)
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Comme pour l’expérimentation adulte, le taux de plusieurs protéines a été régulé positivement 
ou négativement selon les groupes et les organes sans organisation apparente (Tableau 23). 
 
A PND11, le traitement a modifié les taux protéiques dans le TA, la rate et le cerveau pour les 
animaux mâles. Le taux de LC3-II a été significativement diminué dans le TA pour les 
groupes 30, 50 et 70 mg/kg. SQSTM1/p62 a été accumulée dans le TA pour le groupe 
50 mg/kg mais réduit dans le cerveau pour le groupe 30 mg/kg par rapport aux contrôles.  
Chez les femelles, des différences de concentration en protéine ont été observées dans les 
ganglions lymphatiques avec une accumulation de LC3-II pour le groupe 30 mg/kg et une 
augmentation de SQSTM1/p62 pour les groupes 15 et 30 mg/kg. 
 
A PND26, le traitement pharmacologique a eu un impact sur la présence des protéines 
autophagiques dans le TA, la rate et le cerveau des mâles. La protéine LC3-II a été retrouvée 
en plus grande quantité dans le TA pour le groupe 30 mg/kg ainsi que dans le cerveau pour les 
groupes 15, 30 et 50 mg/kg. SQSTM1/p62 a été accumulée dans la rate pour le groupe 
15 mg/kg et dans le cerveau pour les groupes 15, 50 et 70 mg/kg. Elle a en revanche été 
retrouvée en quantité réduite dans la rate pour le groupe 70 mg/kg. 
Chez les femelles, les taux protéiques ont été modulés dans le TA, les ganglions 
lymphatiques, la rate et le cerveau. Le traitement a significativement accru le taux de LC3-II 
dans le cerveau pour le groupe 50 mg/kg. SQSTM1/p62 a été retrouvé augmentée dans le TA 
pour les groupes 15 et 30 mg/kg mais diminuée dans la rate pour les groupes 30, 50 et 
70 mg/kg.  
 
A PND73, les organes mâles n’ont présentés aucune modification dans la présence des 
protéines étudiées. 
Chez les femelles en revanche, les ganglions lymphatiques, la rate et le foie ont été impactés 
par le traitement pharmacologique. La protéine LC3-II a été accumulée dans les ganglions 
lymphatiques pour les groupes 30 mg/kg mais réduite dans la rate pour les groupes 15 et 
30 mg/kg. SQSTM1/p62 a été retrouvée en plus grande quantité dans les ganglions 
lymphatiques pour le groupe 30 mg/kg mais en quantité réduite pour le groupe 70 mg/kg ainsi 
que dans la rate pour les groupes 15 et 30 mg/kg. 
 
A PND136, les ganglions lymphatiques des mâles ont présenté une quantité de LC3-II 
augmentée pour les groupes 30 et 70 par rapport au groupe contrôle. 
Le TA, la rate et le foie des femelles ont présentés des quantités de protéines modulées par le 
traitement. LC3-II a été significativement réduite dans le TA pour le groupe d’exposition 
50 mg/kg et dans le cerveau pour les groupes 50 et 70 mg/kg mais a été retrouvée en 
proportion plus importante dans le foie pour tous les groupes. SQSTM1/p62 a été retrouvée en 
plus faible quantité dans le TA pour le groupe 50 mg/kg mais en quantité plus importante 
dans la rate pour le groupe 30 mg/kg.  
 
Finalement, aucun organe ne semble avoir été réellement impacté par le traitement au niveau 
autophagique à aucun des points temporels étudiés. Il n’y a en effet pas d’accumulation 
conjointe de LC3-II et SQSTM1/p62 à l’exception du cerveau des mâles, traités avec 15 ou 
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50 mg/kg à PND26, et des ganglions lymphatiques des femelles traitées avec 30 mg/kg de 
HCQ aux temps PND11 et PND73 bien que ces effets ne soient pas stables dans le temps 
comme le confirme les résultats des temps PND26 et PND136 (Tableau 23). De plus, un 
contrôle des données par calcul du ratio LC3-II/LC3-I confirme qu’aucune augmentation de 
ce ratio synchrone avec une augmentation de SQSTM1/p62 n’a été observée sauf dans le 
cerveau des mâles à PND26 pour le groupe 15 mg/kg. En tant qu’organe distant du site 
d’injection, le TA n’a pas présenté de signe d’accumulation des protéines LC3-II ou 
SQSTM1/p62 chez les mâles comme chez les femelles (Figure 35). 
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Figure 35 : Western blot représentatif des protéines LC3 et SQSTM1/p62 dans le muscle 
tibial antérieur des animaux juvéniles sacrifiés à PND136

 
Représentation des variations interindividuelles et intergroupe
protéique. (A) Données mâles n = 5/groupe
protéique normalisé analysé par un test de Kruskal
par le test de Mann-Whitney ; * 
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: Western blot représentatif des protéines LC3 et SQSTM1/p62 dans le muscle 
tibial antérieur des animaux juvéniles sacrifiés à PND136

Représentation des variations interindividuelles et intergroupes des variations d’expression 
protéique. (A) Données mâles n = 5/groupe ; (B) Données femelles n = 5/groupe. Taux 
protéique normalisé analysé par un test de Kruskal-Wallis. Comparaisons multiples réalisées 

; * p < 0,05. 
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II.1.5. Effet du traitement sur le développement locomoteur 
 

II.1.5.1. Test de retournement (righting reflex) 
 
L’analyse statistique n’a révélé aucune différence, concernant le pourcentage de réussite, 
entre les groupes à PND3, PND4 ou PND5 (Figure 36A). De plus, le temps mis par les 
animaux pour réussir le test n’a été modifié par aucune dose de traitement quel que soit le jour 
de test considéré (Figure 36B). En revanche, à PND5, les animaux témoins comme ceux 
exposés aux doses 30 mg/kg et 70 mg/kg ont amélioré leurs temps par rapport au premier jour 
de test (Figure 36B).  
 

A      B 

 
 

 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 
Figure 36 : Pourcentage de réussite au test de retournement (A) et temps mis par les animaux 

des cinq groupes pour se retourner (médianes et quartiles) (B) 
 

Le chi-deux de Pearson, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman ont été réalisés pour 
comparer les animaux des cinq groupes. Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont été 
utilisés pour les comparaisons multiples.  
 
p : p < 0,05 ; pp : p < 0,01 différence statistiquement significative par rapport au premier jour 
de test ; PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile). 
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II.1.5.2. Test d’agrippement (grasping reflex) 
 
L’analyse des données relevées dans ce test n’a montré aucune différence de pourcentage de 
réussite entre les groupes à PND4, PND5 ou PND6 (Figure 37A). Quelque soit le jour de test, 
l’angle de chute a été similaire entre les animaux traités et les contrôles (Figure 37B). De 
plus, l’ensemble des animaux améliorent leurs performances à ce test au cours des trois jours 
de test (Figure 37B). 
 

A      B 

  
 

 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 
Figure 37 : Pourcentage de réussite au test d'agrippement (A) et angle atteint par les animaux 

des cinq groupes (médianes et quartiles) (B) 
 
Le chi-deux de Pearson, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman ont été réalisés pour 
comparer les animaux des cinq groupes. Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont été 
utilisés pour les comparaisons multiples.  
 
p : p < 0,05 ; pp : p < 0,01 ; ppp : p < 0,001 différence statistiquement significative par 
rapport au premier jour de test. 
r : p < 0,05 ; rr : p < 0,01 différence statistiquement significative par rapport au second jour 
de test. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile). 
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II.1.5.3. Cliff avoidance 
 
Le chi-deux de Pearson n’a révélé aucune variation significative du pourcentage de réussite 
entre les cinq groupes (Figure 38A). Le temps mis par les animaux pour reculer sur la 
plateforme n’a pas été affecté par le traitement quelque soit le jour de test envisagé (Figure 
38B). Enfin, les animaux traités ont amélioré leurs performances lors du second jour de test et 
seuls les animaux des groupes 15 et 70 mg/kg ont amélioré leurs performances au cours des 
trois jours de test (Figure 38B). 
 

A      B 
 

  
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 

Figure 38 : Pourcentage de réussite au test du Cliff avoidance (A) et temps mis par les 
animaux des cinq groupes pour reculer sur la plateforme (médianes et quartiles) (B) 

 
Le chi-deux de Pearson, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman ont été réalisés pour 
comparer les animaux des cinq groupes. Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont été 
utilisés pour les comparaisons multiples.  
 
p : p < 0,05 ; pp : p < 0,01 ; ppp : p < 0,001 différence statistiquement significative par 
rapport au premier jour de test ; PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte 
juvénile). 
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II.1.5.4. Test de réaction antigravitaire (negative geotaxis) 
 
L’analyse n’a révélé aucune incidence du traitement sur le pourcentage de réussite des cinq 
groupes (Figure 39A). Aucune différence significative concernant le temps mis pour 
effectuer une rotation de 180° n’a été observée (Figure 39B). L’ensemble des animaux ont 
amélioré leurs performances sur les trois jours de test et seuls les témoins ont amélioré leurs 
performances d’un jour à l’autre (Figure 39B).  
 

A      B 
 

  
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 
Figure 39 : Pourcentage de réussite au test de réaction antigravitaire (A) et temps mis par les 

animaux des cinq groupes pour effectuer une rotation de 180° (médianes et quartiles) (B) 
 
Le chi-deux de Pearson, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman ont été réalisés pour 
comparer les animaux des cinq groupes. Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont été 
utilisés pour les comparaisons multiples.  
 
p : p < 0,05 ; pp : p < 0,01 ; ppp : p < 0,001 différence statistiquement significative par 
rapport au premier jour de test. 
r : p < 0,05 différence statistiquement significative par rapport au second jour de test. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile). 
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II.1.5.5. Test de suspension 
 
Aucune différence significative n’a été révélée par l’analyse des temps obtenus à ce test 
(Figure 40). 
 

 
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 
Figure 40 : Temps de suspension des animaux des cinq groupes avant la chute (médianes et 

quartiles) 
 
Le test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour comparer les animaux des cinq groupes. 
 
 

II.1.5.6. Test de coordination locomotrice 
 
L’ensemble des résultats obtenus à ce test est présenté dans le Tableau 24. 
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Tableau 24 : Eeffets du traitement sur les différentes variables du test de coordination locomotrice réalisé à PND20, PND23 et PND26 
 

 
 
Les résultats sont exprimés sous forme de médiane et quartiles (entre parenthèses). Le chi-deux de Pearson, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman ont été réalisés 
pour comparer les animaux des cinq groupes. Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont été utilisés pour les comparaisons multiples.  
 
** : p < 0,01 différence statistiquement significative par rapport aux témoins. 
p : p < 0,05 ; ppp : p < 0,001 différence statistiquement significative par rapport au premier jour de test. 
r : p < 0,05 ; rr : p < 0,01 ; rrr : p < 0,001 différence statistiquement significative par rapport au second jour de test. 
• : p < 0,05 différence statistiquement significative entre les cinq groupes. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
 

PND20 PND23 PND26 PND20 PND23 PND26 PND20 PND23 PND26 PND20 PND23 PND26 PND20 PND23 PND26

59,52 7,65 ppp 5,86 ppp 62,45 11,66 ppp 4,72 ppprrr 51,11 10,58 ppp 5,44 pppr 59,56 9,53 ppp 4,55 ppprrr 81,52 9,59 ppp 4,67 ppprr

(26,63 - 139,88) (3,04 - 15,03) (3,72 - 12,32) (33,07 - 111,49) (5,65 - 18,21) (3,24 - 7,35) (31,76 - 115,53) (4,55 - 17,97) (3,81 - 11,62) (25,17 - 95,47) (5,62 - 12,19) (2,51 - 9,66) (35,15 - 166,05) (5,05 - 22,22) (2,97 - 9,55)

81,14 43,49 23,64 106,75 35,88 13,68 ppprrr 74,32 67,63 16,63ppprr 81,15 65,20 9,53 **ppprrr 79,69 92,80 12,58 ppprrr
(28,09 - 162,34) (13,43 - 161,62) (11,06 - 129,07) (34,03 - 168,02) (16,49 - 133,36) (8,31 - 53,88) (33,32 - 153,90) (20,79 - 164,27) (9,44 - 49,32) (37,32 - 141,98) (20,05 - 150,05) (6,85 - 21,62) (41,99 - 125,12) (20,86 - 177,46) (9,34 - 47,58)

5,03 42,40 16.59 rr 19,56 26,25 8,14 12,34 38,87 11.74 rr 31,25 39,20 10,88 prr 9,73 27,93 19,00
(0 - 76,40) (11,69 - 98,26) (4,62 - 59,06) (0 - 97,72) (6,36 - 103,02) (2,90 - 51,73) (0,96 - 124,70) (7,16 - 84,24) (3,73 - 41,22) (2,68 - 100,18) (11,25 - 81,34) (5,06 - 46,89) (0 - 109,27) (6,52 - 59,24) (4,65 - 44,43)

70,50 56,54 29,55 r 41,06 67,51 33,19 rr 38,78 55,40 32,34 rr 69,03 62,16 27,97 rrr 84,77 66,74 40,22 rr
(38,19 - 131,22) (30,27 - 93,65) (19,44 - 68,48) (35,03 - /) (28,92 - 110,00) (17,09 - 78,50) (32,16 - /) (30,81 - 102,18) (18,94 - 66,61) (38,01 - 110,56) (33,66 - 119,92) (17,31 - 63,55) (84,77 - 84,77) (30,43 - 92,74) (20,59 - 68,41)

88,1073,20 11,90 50,00 88,10 2,40 47,6042,90

Temps de rétablissement (s)

Temps total  (s)

Réussite (%) 9,50 47,60 69,00 • 4,90 51,20 87,80 4,80

Temps de nage (s)

Temps d'escalade (s)

Témoins 70 mg/kg50 mg/kg30 mg/kg15 mg/kg
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Les résultats ont montré une différence significative entre les groupes concernant le 
pourcentage de réussite uniquement à PND26 (Figure 41A). Concernant les performances, les 
animaux exposés à la dose 50 mg/kg ont passé moins de temps à escalader la tige filetée à 
PND26 (Tableau 24), alors que l’ensemble des animaux a mis significativement moins de 
temps pour réussir ce test au bout du troisième jour (Figure 41B).  
 

A      B 
 

  
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 
Figure 41 : Pourcentage de réussite au test de coordination locomotrice (A) et temps total mis 

par les animaux des cinq groupes pour atteindre la plateforme (médianes et quartiles) (B) 
 
Le chi-deux de Pearson, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman ont été réalisés pour 
comparer les animaux des cinq groupes. Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont été 
utilisés pour les comparaisons multiples.  
 
r : p < 0,05 ; rr : p < 0,01 ; rrr : p < 0,001 différence statistiquement significative par 
rapport au second jour de test. 
• : p < 0,05 différence statistiquement significative entre les cinq groupes. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
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II.1.5.7. Open-field 
 
L’ANOVA à 1 facteur réalisée sur les données obtenues dans ce test, n’a mis en évidence 
aucune différence entre les groupes témoins et traités tant au niveau du nombre total de cases 
traversées que du nombre total de redressements (Tableau 25). 
 

Tableau 25 : Effets du traitement sur l'activité comportementale des souriceaux à PND25 
 

 
 Control  15 mg/kg  30 mg/kg  50 mg/kg  70 mg/kg  

ANOVA 

      
F (4, 197) p 

              Nombre total de 
cases traversées  

64 ± 3 
 

64 ± 3 
 

54 ± 3 
 

62 ± 4 
 

63 ± 3 
 

1,763 ns 

              
Nombre total de 
redressements  

19 ± 2 
 

19 ± 2 
 

17 ± 1 
 

18 ± 2 
 

20 ± 2 
 

0,873 ns 

               
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 1 facteur 
sont présentés avec les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif. 
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II.1.6. Effet du traitement sur le développement sensoriel 
 

II.1.6.1. Test de sursaut au bruit (auditory startle) 
 
L’analyse statistique des résultats n’a montré aucune différence entre les cinq groupes ni sur 
le pourcentage d’animaux présentant une réactivité au bruit à chacun des quatre jours de test 
(Figure 42A), ni sur le jour moyen d’apparition de l’audition de chaque groupe de traitement 
(Figure 42B).  
 

A      B 
 

  
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 

Figure 42 : Pourcentage d'animaux des cinq groupes présentant une réactivité au bruit entre 
PND11 et PND14 (A) et jour d'apparition de l'audition en fonction du traitement (moyenne et 

écart-type) (B) 
 
Le chi-deux de Pearson et l’ANOVA à un facteur ont été réalisés pour comparer les animaux 
des cinq groupes. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
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II.1.6.2. Ouverture des yeux 
 
Aucune différence significative entre les cinq groupes n’a été montrée ni sur le pourcentage 
d’animaux ayant les yeux ouvert entre PND14 et PND16 (Figure 43A), ni sur le jour moyen 
d’ouverture des deux yeux de chaque groupe de traitement (Figure 43B). 
 

A      B 
 

  
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 

Figure 43 : Pourcentage d'animaux des cinq groupes ayant les yeux ouverts entre PND14 et 
PND16 (A) et jour d'ouverture complète des deux yeux en fonction du traitement (moyenne et 

écart-type) (B) 
 
Le chi-deux de Pearson et l’ANOVA à un facteur ont été réalisés pour comparer les animaux 
des cinq groupes. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
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II.1.7. Évolution et homogénéité du comportement maternel 
 

II.1.7.1. Construction du nid (nest building) 
 
Les mères des petits de chaque groupe de traitement ont montré la même habileté à construire 
un nid aux trois jours étudiés (PND3, PND6 et PND8). Cependant, une baisse significative du 
pourcentage de construction de nid à 24 heures a été observée au cours du temps pour 
l’ensemble des cinq groupes (Figure 44). 
 

A      B 

 
C 

 
 
 
 Témoins  Dose 15mg/kg  Dose 30 mg/kg  Dose 50 mg/kg  Dose 70mg/kg 
 
Figure 44 : Pourcentage des mères des petits de chaque groupe ayant construit un nid à PND3 

(A), PND6 (B) et PND8 (C) 
 
Le chi-deux de Pearson et le test de Friedman ont été réalisés pour comparer les animaux des 
cinq groupes. Le test de Wilcoxon a été utilisé pour les comparaisons multiples.  
 
ppp : p < 0,001 différence statistiquement significative par rapport au premier jour de test. 
rrr : p < 0,001 différence statistiquement significative par rapport au second jour de test. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
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II.1.7.2. Test de ramassage des jeunes (retrieving) 
 
L’ANOVA à deux facteurs, dont un répété et le chi-deux de Pearson n’ont révélé aucune 
différence significative entre les groupes de traitement quelle que soit la variable étudiée dans 
le test de ramassage des jeunes. La qualité des soins apportés aux jeunes a cependant été 
fluctuante avec un temps total consacré aux jeunes significativement décroissant au fil du 
temps mais de manière homogène pour tous les groupes de traitement (Tableau 26). 
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Tableau 26 : Comportement de ramassage des jeunes sur les souriceaux des cinq groupes de traitement à PND4, 7 et 10 
 

      
1er jour 

  
2em jour 

  
3em jour 

  groupe   jour de test   groupe*jour 
    F (4, 275) p F (4, 275) p F (4, 275) p 
Temps de latence (s) 

Témoins 32,39 ± 45,03 36,24 ± 73,42 56,32 ± 157,76   
15 mg/kg 27,50 ± 34,44 36,24 ± 73,06 63,48 ± 158,93   
30 mg/kg 27,94 ± 34,62 36,70 ± 73,16 61,32 ± 159,11 0,007 ns 12.040 < 0.01 0.072 ns 
50 mg/kg 27,58 ± 34,12 38,65 ± 73,02 64,76 ± 160,56   
70 mg/kg 24,89 ± 33,48 36,42 ± 73,22 63,44 ± 160,50   

Temps total de regroupement (s) 
Témoins 212,01 ± 176,24 166,01 ± 106,22 250,20 ± 245,00   
15 mg/kg 210,89 ± 180,66 160,74 ± 98,35 279,82 ± 262,11   
30 mg/kg 211,45 ± 178,46 163,62 ± 98,78 266,71 ± 244,32 0,248 ns 5.863 < 0.05 0.298 ns 
50 mg/kg 239,91 ± 226,89 166,39 ± 100,88 251,65 ± 218,55   
70 mg/kg 203,50 ± 176,45 155,49 ± 100,53 242,15 ± 195,73   

Temps total consacré aux jeunes (s) 
Témoins 649,12 ± 208,75 588,11 ± 228,54 506,64 ± 250,15   
15 mg/kg 625,76 ± 202,34 586,88 ± 249,00 498,02 ± 244,97   
30 mg/kg 640,12 ± 212,07 563,87 ± 233,50 497,61 ± 247,81 0,087 ns 54.827 < 0.001 0.058 ns 
50 mg/kg 651,62 ± 207,09 553,72 ± 227,00 506,34 ± 246,21   
70 mg/kg 670,96 ± 200,27 536,81 ± 231,34 514,17 ± 237,20   

Reconstruction d'un nid (%) 
Témoins 43 26 20   
15 mg/kg 42 27 16   
30 mg/kg 44 24 16   ns 
50 mg/kg 47 24 21   
70 mg/kg 45 21 18   

 
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les variables de temps ont été étudiées par l’ANOVA à 2 facteurs, dont 1 répété. Le pourcentage d’animaux 
ayant construit un nid a été analysé par le chi-deux de Pearson. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
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II.1.8. Effet du traitement sur le comportement individuel à l’âge adulte 
 

II.1.8.1. Grip strength 
 

a) Cohorte adulte  
 
Aucune variation significative concernant la force musculaire des pattes avant ou des quatre 
pattes n’a été observée à D70 (Tableau 27). 
La seule différence significative à D133 concerne le genre des animaux, les femelles étant 
statistiquement moins fortes que les mâles pour les pattes avant comme pour l’ensemble des 
quatre pattes (Tableau 28).  
 
 

b) Cohorte juvénile  
 
L’ANOVA à deux facteurs n’a permis de mettre en évidence aucun effet du traitement sur la 
force musculaire mesurée par le test GS à PND67 (Tableau 29) comme à PND130 (Tableau 
30).  
Un effet du sexe a cependant été observé. En effet, les femelles ont présenté une force 
musculaire significativement moindre par rapport aux mâles à PND67 (Tableau 29) et 
PND130 (Tableau 30). 
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Tableau 27 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au grip strength des animaux de la cohorte adulte à D70 

 

 
 

 
 
 

Tableau 28 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au grip strength des animaux de la cohorte adulte à D133 
 

 
 

 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif. 
D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte).  

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

Pattes avant (g) 120,04 ± 28,91 130,92 ± 13,1 123,46 ± 25,63 141,8 ± 21,43 122,48 ± 37,63 124,42 ± 9,13 102,74 ± 19,58 130,48 ± 14,21 0,826 ns 4,122 ns 0,571 ns

4 pattes (g) 223,82 ± 56,87 209,26 ± 15,7 199,9 ± 29,99 245,96 ± 34,97 194,86 ± 16,58 198,18 ± 21,65 189,48 ± 38,28 201,84 ± 21,42 1,87 ns 1,346 ns 1,565 ns

Anova
Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexeVariable

Groupe (mg HCQ/kg)

mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

Pattes avant (g) 148,08 ± 15,78 132,44 ± 20,98 149,56 ± 31,6 117,94 ± 9,88 157,14 ± 30,15 134,78 ± 23,62 143,88 ± 26,49 135,52 ± 11,68 0,487 ns 7,433 < 0,05 0,479 ns

4 pattes (g) 255,7 ± 40,55 188,86 ± 28,71 260,62 ± 28,97 214,82 ± 31,81 266,06 ± 24,16 223,5 ± 39,01 286,84 ± 50,41 224,08 ± 13,85 1,692 ns 25,937 < 0,001 0,319 ns

Anova
Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexeVariable

Groupe (mg HCQ/kg)

mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles
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Tableau 29 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au grip strength des animaux de la cohorte juvénile à PND67 

 

 
 

 
 
 
 

Tableau 30 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au grip strength des animaux de la cohorte juvénile à PND130 
 

 
 

 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif. 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile).

F (4, 58) p F (4, 58) p F (4, 58) p

Pattes avant (g) 152,81 ± 22,11 144,05 ± 16,88 139,58 ± 14,4 132,4 ± 23,75 147,1 ± 18,92 121,27 ± 24,49 140,12 ± 20,09 129,43 ± 15,38 149,58 ± 27,04 125,83 ± 18,43 1,082 ns 8,786 < 0,01 0,579 ns

4 pattes (g) 277,01 ± 52,51 211,4 ± 20,67 245,4 ± 27,25 226,94 ± 27,13 241,72 ± 16,44 219,36 ± 26,57 280,93 ± 57,31 226,26 ± 33,07 277,36 ± 24,64 210,29 ± 38,08 0,758 ns 25,556 < 0,001 1,349 ns

mâles femellesfemelles mâles femelles mâles femelles
Variable

Groupe (mg HCQ/kg) Anova
Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

mâles femelles mâles

F (4, 29) p F (4, 29) p F (4, 29) p

Pattes avant (g) 148,47 ± 17,26 133,7 ± 7,73 153,13 ± 14,48 133,65 ± 10,4 152,1 ± 22,45 132,9 ± 11,77 149,07 ± 13,04 120,48 ± 20,32 154,83 ± 10,74 119,8 ± 20,76 0,365 ns 18,327 < 0,001 0,447 ns

4 pattes (g) 259,13 ± 14,33 227,07 ± 18,03 261,9 ± 14,4 237,4 ± 27,73 244,17 ± 14,48 227,75 ± 34,4 263,63 ± 14,84 228,83 ± 24,04 299,9 ± 35,49 232,2 ± 41,45 1,162 ns 14,001 < 0,01 0,896 ns

Anova
Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexeVariable

Groupe (mg HCQ/kg)

mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles
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II.1.8.2. Wire mesh hang 
 

a) Cohorte adulte  
 
Un effet du sexe des animaux sur l’endurance a été observé à D70. Les femelles ont été 
significativement plus endurantes que les mâles (Tableau 31). 
L’ANOVA à deux facteurs n’a permis de mettre en avant aucun effet ni du traitement, ni du 
sexe des animaux sur les performances au test WMH à D133 (Tableau 32). 
 
 

b) Cohorte juvénile  
 
L’ANOVA à deux facteurs n’a permis de mettre en évidence aucun effet du traitement sur 
l’endurance à PND67 (Tableau 33) ou à PND130 (Tableau 34).  
Cependant, un effet du sexe a été observé. En effet, les femelles ont présenté une endurance à 
l’effort significativement plus importante que les mâles à PND67 (Tableau 33) comme à 
PND130 (Tableau 34). 
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Tableau 31 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au wire mesh hang des animaux de la cohorte adulte à D70 

 

 
 
 
 

Tableau 32 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au wire mesh hang des animaux de la cohorte adulte à D133 
 

 
 
 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif. 
D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte) 
 

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

Durée avant la chute (s) 48,8 ± 40,97 88,8 ± 3,31 21 ± 24,51 138,4 ± 35,74 34,8 ± 27,2 72,2 ± 41,22 56,6 ± 2 102 ± 58,71 0,861 ns 20,523 < 0,001 2,096 ns

Ratio temps / poids (s/g) 1,79 ± 1,47 45,84 ± 2,42 0,72 ± 0,84 6,69 ± 1,73 1,18 ± 0,9 3,41 ± 1,86 50,12 ± 1,81 4,98 ± 2,78 1,147 ns 34,822 < 0,001 2,204 ns

femelles
Variable

Groupe (mg HCQ/kg)

mâles femelles mâles femellesmâles femelles mâles

Anova
Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

Durée avant la chute (s) 33 ± 20,29 24,4 ± 29,19 22,4 ± 7,92 50,2 ± 14,41 40 ± 22,03 33,6 ± 23,67 58,4 ± 20,02 38,2 ± 28,51 1,378 ns 0,072 ns 2,253 ns

Ratio temps / poids (s/g) 1,03 ± 0,6 1,07 ± 1,32 0,71 ± 0,25 2,12 ± 0,63 1,27 ± 0,71 1,37 ± 0,93 1,87 ± 0,63 1,63 ± 1,1 1,2 ns 1,531 ns 1,949 ns

mâles femelles
Variable

Groupe (mg HCQ/kg)

mâles

Anova
Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

femelles mâles femelles mâles femelles
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Tableau 33 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au wire mesh hang des animaux de la cohorte juvénile à PND67 

 

 
 
 
 
 

Tableau 34 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au wire mesh hang des animaux de la cohorte juvénile à PND130 
 

 
 
 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 
 

F (4, 64) p F (4, 64) p F (4, 64) p

Durée avant la chute (s) 62,43 ± 42,1 136,57 ± 62,38 96,67 ± 69,95 155,67 ± 7,09 120,5 ± 37,77 151,57 ± 58,85 68,43 ± 67,42 140,71 ± 48,97 116 ± 64,74 168,29 ± 29,69 1,607 ns 18,882 < 0,001 0,339 ns

Ratio temps / poids (s/g) 2,34 ± 1,64 6,43 ± 3,03 3,87 ± 2,94 41,32 ± 1,98 4,57 ± 1,58 7,32 ± 2,88 2,47 ± 2,6 6,91 ± 2,47 4,39 ± 2,45 8,06 ± 1,48 1,451 ns 38,609 < 0,001 0,263 ns

Variable
femelles mâles femelles mâles femellesmâles femelles mâles femelles mâles

Anova
Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

Groupe (mg HCQ/kg)

F (4, 64) p F (4, 64) p F (4, 64) p

Durée avant la chute (s) 82,71 ± 45,86 154,14 ± 31,26 64,14 ± 46,46 175,43 ± 9,38 77,29 ± 61,56 157,57 ± 40,72 68,71 ± 55,22 172,43 ± 20,03 53,67 ± 39,5 164,86 ± 33,91 0,161 ns 92,736 < 0,001 0,699 ns

Ratio temps / poids (s/g) 2,62 ± 1,51 5,82 ± 1,42 1,96 ± 1,46 7,09 ± 0,77 2,47 ± 2 6,57 ± 1,91 2,17 ± 1,81 6,9 ± 0,99 1,69 ± 1,26 6,79 ± 1,56 0,159 ns 147,65 < 0,001 0,99 ns

Variable
Groupe (mg HCQ/kg) Anova

Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe
mâles femelles mâles mâles femellesfemelles mâles femelles mâles femelles
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II.1.8.3. Accelerating rotarod 
 

a) Cohorte adulte  
 
À D71, une variation significative de la distance totale parcourue a été observée entre les 
quatre groupes (Tableau 35). Les animaux traités avec la dose de 70 mg/kg ont parcouru une 
distance significativement plus faible que les animaux témoins. Un effet du sexe a également 
été mis en avant par l’analyse. Les femelles ont présenté une endurance à l’effort plus 
importante que les mâles, en rapport avec leur poids moindre (Tableau 35). Ce résultat se 
confirme par l’analyse des résultats à D134 (Tableau 36).  
 
 

b) Cohorte juvénile  
 
L’analyse statistique a mis en évidence un effet du sexe sur les résultats obtenus au test à 
PND68 (Tableau 37) ainsi qu’à PND131 (Tableau 38). Dans les deux cas, comme pour la 
cohorte adulte, les femelles ont montré une plus importante endurance que les mâles. Cette 
différence d’endurance est imputable à la différence de masse entre mâles et femelles 
puisqu’elle n’a pas été observée sur les scores bruts des animaux. L’ANOVA à deux facteurs 
utilisée n’a pas révélé d’effet du traitement sur les résultats ni d’interaction entre le traitement 
et le sexe des animaux.  
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Tableau 35 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au test accelerating rotarod des animaux de la cohorte adulte à D71 
 

 
 
Tableau 36 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au test accelerating rotarod des animaux de la cohorte adulte à D134 
 

 
 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
* : p < 0,05 différence statistiquement significative par rapport aux témoins. 
ns : non significatif 
D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte)  

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

Durée avant la chute (s) 201,86 ± 62,54 171,68 ± 64,28 149,08 ± 26,08 187,82 ± 38,41 149,6 ± 44,86 143,32 ± 26,77 147,08 ± 21,54 141,26 ± 22,18 2,331 ns 0,005 ns 1,192 ns

Vitesse de rotation (rpm) 27,96 ± 7,44 24,38 ± 7,66 21,7 ± 3,04 26,38 ± 4,55 21,82 ± 5,33 21,02 ± 21,5 ± 2,56 20,7 ± 2,68 2,32 ns 0,006 ns 1,219 ns

Distance totale (cm) 449,18 ± 223,6 347,08 ± 196,18 256,3 ± 75,78 384,16 ± 137,26 267,28 ± 124,53 240,92 ± 74,64 249,38 ± 59,93 * 233,36 ± 62,74 * 2,924 < 0,05 0,01 ns 1,301 ns

Ratio temps / poids (s/g) 7,3 ± 2,47 7,82 ± 3,11 4,93 ± 1,02 8,66 ± 1,94 5,12 ± 1,69 6,73 ± 1,24 5 ± 0,83 6,71 ± 1,11 1,935 ns 10,675 < 0,01 1,329 ns

Variable
Groupe (mg HCQ/kg) Anova

Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe
mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

Durée avant la chute (s) 175,5 ± 25,02 162,06 ± 30,05 159,4 ± 10 184,3 ± 48,45 215,62 ± 57,41 195,5 ± 21,92 155 ± 16,21 194,1 ± 40,07 2,426 ns 0,482 ns 1,734 ns

Vitesse de rotation (rpm) 24,76 ± 2,96 23,16 ± 3,57 22,82 ± 1,16 25,8 ± 5,68 29,56 ± 6,89 27,08 ± 2,57 22,32 ± 1,94 26,92 ± 4,73 2,437 ns 0,453 ns 1,759 ns

Distance totale (cm) 335,8 ± 76,46 293,98 ± 91,22 281,68 ± 29,76 374,76 ± 182,87 494,78 ± 213,11 402,1 ± 77,78 269,18 ± 47,72 403,96 ± 146,34 2,454 ns 0,352 ns 1,886 ns

Ratio temps / poids (s/g) 5,5 ± 0,91 6,93 ± 1,37 5,04 ± 0,38 7,74 ± 2,07 6,77 ± 1,8 8,21 ± 1,02 4,88 ± 0,53 8,58 ± 2,28 1,502 ns 25,382 < 0,001 1,437 ns

Variable
Groupe (mg HCQ/kg) Anova

Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe
mâles femelles mâles femelles mâles femelles mâles femelles
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Tableau 37 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au test accelerating rotarod des animaux de la cohorte juvénile à 

PND68 
 

 
 
 

Tableau 38 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats au test accelerating rotarod des animaux de la cohorte juvénile à 
PND131 
 
 

 
 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 

F (4, 64) p F (4, 64) p F (4, 64) p

Durée avant la chute (s) 191,3 ± 61,98 206,66 ± 39,16 186,59 ± 32,84 222,57 ± 51,03 117,27 ± 40,61 221,73 ± 45,72 214,09 ± 39,9 229,67 ± 48,28 209,6 ± 60,5 198,83 ± 31,4 0,583 ns 3,322 ns 0,729 ns

Vitesse de rotation (rpm) 26,86 ± 7,42 28,57 ± 4,6 26,17 ± 3,89 30,45 ± 5,98 25,07 ± 4,87 30,4,4 ± 5,56 29,47 ± 4,7 31,34 ± 5,86 28,97 ± 7,25 27,73 ± 3,79 0,57 ns 3,315 ns 0,732 ns

Distance totale (cm) 414,63 ± 235,79 453,01 ± 151,91 378,5 ± 109,11 520,93 ± 175,77 349,98 ± 127,57 514,71 ± 186,65 481,29 ± 160,84 549,3 ± 200,41 476,93 ± 241,55 421,16 ± 116,24 0,534 ns 2,888 ns 0,848 ns

Ratio temps / poids (s/g) 7,11 ± 2,49 9,7 ± 2,11 7,15 ± 1,37 10,38 ± 2,86 6,62 ± 1,46 10,55 ± 2,33 7,8 ± 2,11 11,28 ± 2,77 7,95 ± 2,34 9,61 ± 1,9 0,542 ns 31,245 < 0,001 0,531 ns

Variable
Groupe (mg HCQ/kg)

mâles femelles mâles mâles femellesfemelles mâles femelles mâles femelles

Anova
Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

F (4, 64) p F (4, 64) p F (4, 64) p

Durée avant la chute (s) 192,51 ± 36,1 172,89 ± 29,8 0 186,77 ± 56,65 195,54 ± 26,16 0 163,09 ± 43,55 189,51 ± 40,78 0 172,64 ± 34,12 190,13 ± 43,58 0 184,98 ± 31,31 189,16 ± 36,59 0,295 ns 0,631 ns 0,698 ns

Vitesse de rotation (rpm) 26,93 ± 4,39 24,54 ± 3,54 26,2 ± 6,69 27,34 ± 3,09 23,4 ± 5,17 26,63 ± 4,87 24,5 ± 4,09 26,63 ± 5,11 25,97 ± 3,69 26,5 ± 4,41 0,291 ns 0,696 ns 0,733 ns

Distance totale (cm) 411,71 ± 148,89 330,5 ± 97,94 392,87 ± 203,33 407,69 ± 93,35 306,49 ± 132,06 393,09 ± 147,33 331,84 ± 111,8 395,57 ± 154,13 371,18 ± 101,73 388,39 ± 132,7 0,266 ns 0,377 ns 0,78 ns

Ratio temps / poids (s/g) 6,1 ± 1,29 6,55 ± 1,55 0 5,76 ± 1,95 7,95 ± 1,43 0 5,29 ± 1,3 7,9 ± 2,12 0 5,38 ± 1,22 7,62 ± 1,78 0 5,74 ± 1,1 7,82 ± 1,97 0,239 ns 24,269 < 0,001 0,95 ns

femelles mâles femelles mâles femelles
Variable

Groupe (mg HCQ/kg) Anova
Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

mâles femelles mâles femelles mâles
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II.1.8.4. Open field 
 

a) Cohorte adulte  
 
Sur l’ensemble des résultats à ce test pour la cohorte adulte, l’analyse statistique a mis en 
avant un effet du sexe sur la distance totale parcourue ainsi que les distances parcourues en ZI 
et en ZP à D72 (Tableau 39) mais pas à D135 (Tableau 40). Les femelles ont alors présenté 
une activité motrice plus importante que les mâles. 
L’ANOVA à deux facteurs n’a mis en évidence aucun effet du traitement ni aucune 
interaction entre les deux facteurs. 
 
 

b) Cohorte juvénile  
 
Dans ce test, les animaux exposés aux différentes doses n’ont pas montré de réponse 
significativement différente pour aucune des variables étudiées. Comme pour la cohorte 
adulte, un effet du sexe a été détecté par l’analyse statistique. À PND69, les femelles ont 
parcouru une distance plus importante que les mâles en ZP et ont significativement passé plus 
de temps en ZP et moins en ZI et en ZC par comparaison avec les mâles (Tableau 41). 
À PND132, la distance totale ainsi que la distance en ZP des femelles a été plus importante 
que celles des mâles (Tableau 42). De plus, les femelles ont également passé moins de temps 
en ZI et plus en ZP que les mâles. Enfin, l’analyse statistique n’a mis en évidence aucune 
interaction entre les deux facteurs étudiés. 
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Tableau 39 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats à l’open field des animaux de la cohorte adulte à D72 
 

 
 

Tableau 40 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats à l’open field des animaux de la cohorte adulte à D135 
 

 
 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
ns : non significatif ; zc : zone centrale ; zi : zone intermédiaire ; zp : zone périphérique ; D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte)  

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

zc 96,6 ± 54,09 103,6 ± 53,17 91 ± 51,44 119 ± 55,78 60,2 ± 41,29 74,2 ± 45,26 75,6 ± 47,06 77 ± 36,03 1,423 ns 0,676 ns 0,141 ns
zi 212,8 ± 124,69 344,4 ± 138,89 218,4 ± 126,14 355,6 ± 140,73 212,8 ± 92,81 277,2 ± 113,37 214,2 ± 115,19 235,2 ± 76,78 0,609 ns 5,642 < 0,05 0,562 ns
zp 688,8 ± 250,96 1055,6 ± 130,43 772,8 ± 192,44 844,2 ± 266,03 747,6 ± 255,69 834,4 ± 148,11 774,2 ± 159,44 879,2 ± 164,43 0,298 ns 6,058 < 0,05 1,2 ns

totale 998,2 ± 412,75 1503,6 ± 260,81 1082,2 ± 358,08 1318,8 ± 423,73 1020,6 ± 361,55 1185,8 ± 302,12 1064 ± 261,68 1191,4 ± 147,03 0,426 ns 6,236 < 0,05 0,678 ns

zc 7,72 ± 2,79 10,36 ± 10 15,19 ± 14,54 11,58 ± 4,93 9,15 ± 11,68 9,53 ± 7,95 12,56 ± 7,73 5,2 ± 2,01 0,613 ns 0,521 ns 0,641 ns
zi 28,13 ± 21,78 43,01 ± 21,36 33,58 ± 24,18 48,1 ± 24,14 39,62 ± 26,26 37,13 ± 17,28 34,42 ± 27,58 33,32 ± 7,64 0,194 ns 0,853 ns 0,466 ns
zp 264,14 ± 22,32 246,63 ± 27,54 251,23 ± 37,63 240,31 ± 28,01 251,22 ± 33,74 253,34 ± 21,84 253,02 ± 33,53 261,47 ± 8,12 0,324 ns 0,254 ns 0,449 ns

Redressements 19,8 ± 11,34 27,2 ± 10,4 29,2 ± 6,94 27,4 ± 8,82 28,6 ± 14,38 23,6 ± 13,48 23 ± 12,75 25,2 ± 6,91 0,393 ns 0,041 ns 0,595 ns

Distance parcourue (cm)

Temps (s)

mâles femelles mâles
traitement sexe traitement*sexe

femelles mâles femelles mâles femelles
Variable Témoins 30 50 70

F (4, 36) p F (4, 36) p F (4, 36) p

zc 74,2 ± 47,89 75,6 ± 25,91 81,2 ± 46,59 77 ± 38,34 84 ± 47,73 71,4 ± 35,49 60,2 ± 16,12 47,6 ± 20,65 1,028 ns 0,362 ns 0,087 ns
zi 222,6 ± 119,35 238 ± 86,73 284,2 ± 140,31 256,2 ± 111,63 215,6 ± 112,81 232,4 ± 94,1 179,2 ± 44,44 226,8 ± 87,79 0,741 ns 0,158 ns 0,227 ns
zp 560 ± 61,62 652,4 ± 85,65 744,8 ± 148,21 740,6 ± 322,51 677,6 ± 215,72 753,2 ± 157,51 602 ± 183,61 750,4 ± 198,57 0,998 ns 1,731 ns 0,282 ns

totale 856,8 ± 188,58 966 ± 170,53 1110,2 ± 281,81 1073,8 ± 453,4 977,2 ± 341,2 1057 ± 250,1 841,4 ± 224,3 1024,8 ± 208,98 0,88 ns 0,907 ns 0,268 ns

zc 17,53 ± 18,51 15,43 ± 15,81 7,49 ± 4,73 5,16 ± 2,57 14,29 ± 15,76 6,8 ± 5,5 6,64 ± 2,7 3,68 ± 2,99 2,29 ns 1,206 ns 0,141 ns
zi 48,93 ± 23,73 53,81 ± 29,2 37,83 ± 14,77 32,62 ± 18,84 58,87 ± 32,78 28,52 ± 16,77 31,43 ± 15,23 31,55 ± 22,47 1,551 ns 1,143 ns 1,207 ns
zp 233,54 ± 34,98 230,75 ± 32,76 254,68 ± 19,13 262,22 ± 20,72 226,84 ± 46,09 264,68 ± 20,82 261,93 ± 14,31 264,77 ± 23,92 2,433 ns 1,605 ns 1,025 ns

Redressements 28,8 ± 10,31 29,6 ± 15,69 35,2 ± 18,35 27,4 ± 16,13 27,6 ± 15,24 23 ± 11,25 17,6 ± 7,7 21,6 ± 9,56 1,449 ns 0,198 ns 0,385 ns

femelles mâles femelles

Distance parcourue (cm)

Temps (s)

mâles femelles mâles femelles mâles

Groupe (mg HCQ/kg) Anova
Variable Témoins 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe
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Tableau 41 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats à l’open field des animaux de la cohorte juvénile à PND69 

 

 
 

Tableau 42 : Effets de l’injection IP d’hydroxychloroquine sur les résultats à l’open field des animaux de la cohorte juvénile à PND132 
 

 
 
Les résultats des deux tableaux sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les effets étudiés par l’ANOVA à 2 facteurs sont présentés avec les valeurs de F obtenues 
et la probabilité correspondante. 
 
ns : non significatif ; zc : zone centrale ; zi : zone intermédiaire ; zp : zone périphérique ; PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 

F (4, 64) p F (4, 64) p F (4, 64) p

zc 134 ± 66,58 101 ± 57,7 98,78 ± 60,57 130,67 ± 68,11 134,17 ± 74,79 92 ± 61,22 96 ± 36,76 127 ± 79,65 129,5 ± 42,17 119,42 ± 63,31 0,504 ns 0,022 ns 1,229 ns
zi 361 ± 188,95 314 ± 152,91 317,33 ± 137,88 367,5 ± 165,81 367,5 ± 178,56 291 ± 169,69 285 ± 68,31 366 ± 250,27 385 ± 118,71 355,52 ± 176,23 0,725 ns 0,155 ns 0,663 ns
zp 890 ± 496,09 969 ± 178,14 945,78 ± 395 1184,2 ± 414,13 1198,2 ± 481,47 1135 ± 249,41 722 ± 113,84 1246 ± 550,68 1050 ± 342,99 1177,1 ± 371,12 0,309 ns 5,726 < 0,05 1,198 ns

totale 1385 ± 716,96 1384 ± 357,06 1361,9 ± 503,7 1682,3 ± 529,04 1699,8 ± 695,43 1518 ± 454,76 1103 ± 167,51 1739 ± 843,71 1564,5 ± 453,3 1652 ± 561,59 1,059 ns 3,199 ns 1,207 ns

zc 20,03 ± 8,75 10,95 ± 7,22 10,3 ± 6,65 15,28 ± 8,59 12,12 ± 4,41 8,04 ± 5,3 12,94 ± 8,32 9,67 ± 4,27 18,9 ± 6,99 11,12 ± 6,53 1,712 ns 4,539 < 0,05 2,089 ns
zi 55,11 ± 35,37 35,74 ± 15,96 42,82 ± 36,37 37,34 ± 16,07 32,82 ± 11,22 24,36 ± 12,62 45,3 ± 9,26 28,34 ± 17,45 53,7 ± 12,63 32,02 ± 14,63 1,688 ns 8,642 < 0,01 0,372 ns
zp 224,86 ± 36,19 253,31 ± 20,42 246,89 ± 28,63 247,39 ± 22,43 255,06 ± 15,41 267,6 ± 17,26 241,76 ± 9,22 261,99 ± 21,53 277,4 ± 18,1 256,85 ± 19,31 2,318 ns 10,351 < 0,01 0,887 ns

Redressements 25,43 ± 13,7 24,71 ± 6,4 25,22 ± 15,89 28,83 ± 6,4 25,83 ± 14,05 27,29 ± 11,57 21,29 ± 7,89 25 ± 13,06 30,83 ± 10,8 27,09 ± 9,87 0,701 ns 0,276 ns 0,112 ns

Distance parcourue (cm)

Temps (s)

femelles mâles femelles mâles femellesmâles femelles mâles femelles mâles

Groupe (mg HCQ/kg) Anova
Variable Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe

F (4, 63) p F (4, 63) p F (4, 63) p

zc 110,83 ± 55,55 95 ± 61,27 0 112 ± 49,17 104 ± 40,5 0 128 ± 67,11 118 ± 36,02 0 128 ± 36,53 121 ± 47,77 0 80,5 ± 50,62 119 ± 60,49 0,671 ns 0,001 ns 0,598 ns
zi 359,33 ± 124,41 344 ± 125,83 0 370 ± 106,73 363 ± 83,36 0 415 ± 143,84 351 ± 103,15 0 408 ± 136,92 356 ± 114,34 0 256,67 ± 138,14 393 ± 176,18 0,481 ns 0 ns 1,302 ns
zp 950,83 ± 91,96 1346 ± 636,05 0 923 ± 252,34 1416 ± 460,31 0 1040 ± 161,8 1179 ± 159,97 0 1211 ± 224,47 1210 ± 373,49 0 922,83 ± 163,95 1387 ± 383,56 0,164 ns 13,242 < 0,01 1,439 ns

totale 1421 ± 131,93 1785 ± 635,14 0 1405 ± 371,83 1883 ± 499,21 0 1583 ± 180,85 1648 ± 244,66 0 1747 ± 362,27 1687 ± 490,5 0 1260 ± 336,44 1899 ± 557,75 0,221 ns 8,632 < 0,01 1,646 ns

zc 14,76 ± 11,03 9,41 ± 7,06 0 12,55 ± 6,96 9,76 ± 6,68 0 15,42 ± 12,79 9,29 ± 2,74 0 10,54 ± 4,32 11,27 ± 6,06 0 6,86 ± 4,99 7,77 ± 4,01 1,018 ns 2,056 ns 0,697 ns
zi 46,9 ± 24,76 29,73 ± 15,36 0 51,14 ± 11,74 31,2 ± 13,01 0 50,77 ± 27,92 34,79 ± 14,8 0 40,31 ± 9,06 41,6 ± 11,99 0 25,78 ± 15,47 32,67 ± 14,04 1,402 ns 4,937  < 0,05 1,799 ns
zp 238,34 ± 34,47 260,85 ± 22,12 0 236,3 ± 12,92 259,04 ± 19,4 0 233,74 ± 35,93 255,91 ± 16,22 0 249,15 ± 10,01 247,13 ± 12,72 0 267,36 ± 20,13 259,55 ± 16,79 1,528 ns 4,871 < 0,05 1,667 ns

Redressements 30,5 ± 6,77 28,29 ± 12,62 0 24,29 ± 10,75 26,29 ± 2,5 0 28,43 ± 11,75 26,86 ± 9,04 0 34,71 ± 10,36 28,71 ± 12,62 0 23,33 ± 11,15 27 ± 11,2 0,994 ns 0,107 ns 0,456 ns

Distance parcourue (cm)

Temps (s)

femelles mâles femelles mâles femellesmâles femelles mâles femelles mâles

Groupe (mg HCQ/kg) Anova
Variable Témoins 15 30 50 70 traitement sexe traitement*sexe
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II.1.9. Récapitulatif des résultats 
 

II.1.9.1. Effet d’une exposition à l’hydroxychloroquine à l’âge adulte 
 

a) Effet du traitement sur le poids corporel 
 
La mesure du poids corporel des animaux entre le début de l’expérimentation et D136 a 
montré que l’injection IP de HCQ n’a pas eu d’effet sur la croissance pondérale des animaux 
quelle que soit la dose de composé pharmacologique injectée.  
Sans surprise, l’analyse menée a démontré une différence de poids entre les mâles et les 
femelles. En effet, les femelles de notre étude étaient moins lourdes que les mâles. Cette 
observation correspond parfaitement au dimorphisme sexuel communément observé chez les 
souris.  
 
 

b) Accumulation sérique de l’hydroxychloroquine 
 
Une accumulation sérique dose dépendante de la HCQ injectée a été retrouvée chez les 
animaux traités dès le troisième jour de l’expérimentation. Notons que ce dosage a été réalisé 
24 heures après l’injection du composé alors qu’en raison du calendrier d’injection utilisé, les 
dosages réalisés à D73 et D136 l’ont été sur des échantillons collectés une semaine après la 
dernière injection. Cette particularité explique, en partie, pourquoi ces dosages n’ont pas 
permis de suivre l’accumulation sérique du composé sur l’ensemble de la durée de 
l’expérimentation. 
 
Avec l’augmentation des doses de HCQ, le pourcentage d’animaux chez qui la HCQ a été 
detectée au niveau sérique a augmenté dans les groupes traités. La comparaison des doses de 
HCQ sérique a démontré que les groupes traités présentaient une concentration de HCQ 
significativement supérieure aux témoins prouvant ainsi que la HCQ était présente dans le 
compartiment sanguin et ainsi potentiellement distribuée à l’ensemble de l’organisme dans 
des proportions dépendantes de la dose initialement injectée.  
 
Analysés séparément, les mâles et les femelles ont répondu de manière équivalente au 
traitement. En effet, les concentrations sériques d’agent pharmacologique ont été 
significativement semblables entre genre au sein des groupes de traitement. 
 
 

c) Effet du traitement sur l’autophagie des tissus cibles 
 
Prises dans leur ensemble, les analyses histochimiques réalisées n’ont pas révélé les 
changements attendus sur l’expression des protéines majeures de l’autophagie. En effet, 
l’action de la HCQ par diminution de l’acidification des lysosomes doit théoriquement inhiber 
l’autophagie dans ses derniers stades. Or une inhibition de ce type devrait être accompagnée 
d’une augmentation du ratio LC3-II/LC3-I, comprenez, une diminution de la présence de la 
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forme I de la protéine LC3 au profit de la forme II. En effet lors de l’autophagie, la LC3-II, 
liée aux autophagosomes est détruite par l’action des hydrolases acides du lysosome. Sans 
action de ces hydrolases, la LC3-II tout comme SQSTM1/p62 devrait s’accumuler. 
 
Cette double accumulation de LC3-II et de SQSTM1/p62 a été observée dans le foie des 
animaux femelles à D136. Cependant, l’analyse du ratio entre les deux formes de la protéine 
LC3 ne permet pas de conclure à une réelle inhibition de l’autophagie par le traitement. 
D’autre part, dans le cas des ganglions lymphatiques, l’action du traitement, s’il devait être 
présent à D3, n’est pas retrouvé dans les analyses suivantes démontrant, de fait, l’inefficacité 
de la HCQ à perturber efficacement l’autophagie systémique des animaux adultes avec le 
calendrier d’injection défini.  
 
 

d) Effet du traitement sur le comportement individuel 
 
Les données recueillies lors de ces quatre tests comportementaux n’ont mis en avant aucun 
effet délétère du traitement ni sur la force musculaire maximale, ni sur l’endurance à l’effort 
physique. Les animaux des quatre groupes ont en effet présenté des mesures de force aux 
pattes avant ou aux quatre pattes ainsi que des performances au test wire mesh hang, 
similaires aux animaux témoins. Des différences liées au sexe des animaux correspondant aux 
connaissances déjà établies ont en revanche été retrouvées par l’analyse de ces données. Les 
femelles ont ainsi présenté une force musculaire brute moindre que les mâles surtout à D133 
tout en présentant une endurance musculaire plus importante, en particulier à D70. 
 
Par ailleurs, un effet du traitement a été observé au test accelerating rotarod puisque le 
groupe 70 mg/kg de HCQ a parcouru une distance significativement moins importante que les 
autres groupes à D71. En revanche, les différences d’endurance liée au sexe des animaux 
n’ont été significatives qu’en prenant en compte le poids des animaux. Les données brutes 
émanant des mâles et des femelles n’étaient pas significativement différentes. 
 
En ce qui concerne l’activité des animaux, le test open field a mis en évidence une activité 
locomotrice plus importante des femelles par rapport aux mâles à D72 mais pas à D135. 
Aucune différence significative liée au traitement n’a été observée.  
 

Ainsi l’exposition IP à la HCQ au stade adulte ne semble pas avoir affecté la force 
musculaire, l’endurance, l’activité locomotrice ou l’anxiété des animaux exposés. 
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II.1.9.2. Effet d’une exposition postnatale à l’hydroxychloroquine 
 

a) Effet du traitement sur le poids corporel 
 
Le suivi pondéral des animaux de PND3 à PND136 démontre que le traitement 
pharmacologique administré aux animaux n’a pas impacté leur prise de masse au cours de 
cette étude. En effet, aucune différence n’a été observée entre les animaux contrôles et les 
animaux traités. 
Comme pour les animaux adultes, les analyses ont démontré la présence d’un dimorphisme 
sexuel sur le poids des souriceaux dès le 3eme jour de vie. Cette différence de poids corporel 
s’estompe lorsque les souriceaux commencent à consommer une nourriture solide. Durant 
cette phase de sevrage, l’apport alimentaire maternel diminue ainsi que la prise de masse des 
souriceaux qui reprend de manière plus marquée dès que les petits sont sevrés. La différence 
de masse corporelle entre mâles et femelles redevient alors rapidement beaucoup plus 
prononcée.  
 
 

b) Effet du traitement sur l’autophagie des tissus cibles  
 
Concernant les niveaux d’expressions protéiques relevés, une accumulation conjointe de 
LC3-II et de SQSTM1/p62 a été observée dans les ganglions lymphatiques des femelles à 
PND11 et PND73 pour le groupe 30 mg/kg ainsi que dans le cerveau des animaux mâles à 
PND26 pour les groupes 15 et 50 mg/kg. Cette accumulation des protéines de l’autophagie a 
été accompagnée d’une augmentation du ratio LC3-II/LC3-I dans le cerveau du groupe 
d’animaux mâles traités avec 15 mg/kg de HCQ. 
 
Comme pour la cohorte adulte, l’effet du traitement, s’il devait être présent, n’est que 
transitoire, malgré la prolongation du traitement. L’effet de la HCQ ne semble pas stable ni 
homogène au sein de l’organisme avec le calendrier d’injection utilisé et ne garantit, de fait, 
pas une perturbation autophagique systémique fiable chez des animaux traités dès les 
premiers jours de vie. 
 
 

c) Effet du traitement sur le développement moteur et sensoriel 
 
Le traitement IP à la HCQ ne s’est pas accompagné de conséquences délétères en termes de 
développement moteur ou sensoriel.  
 

La comparaison des performances des animaux traités par rapport à celles des animaux 
témoins dans chacun des tests mis en œuvre durant les 26 premiers jours de vie a permis de 
conclure à une maturation similaire des fonctions sensorielles et locomotrices au sein des cinq 
groupes d’animaux. 
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Sur l’ensemble des tests réalisés, en plus de performances équivalentes aux témoins, les 
animaux traités ont également présenté des niveaux d’amélioration similaires au cours du 
temps. Cependant, les groupes 15 et 50 mg/kg n’ont pas amélioré leurs performances au test 
de retournement à PND5. Les animaux traités ont en revanche présenté une amélioration 
significativement plus importante que les témoins au test de Cliff avoidance à PND7 bien que 
cette amélioration ne soit plus aussi marquée à PND8 pour les groupes 30 et 50 mg/kg. De 
même, les groupes traités n’ont pas amélioré leurs performances entre le second et le 
troisième jour au test de réaction antigravitaire. Ces différences de réponses paraissent 
cependant liées à l’importante variabilité interindividuelle des résultats obtenus ne permettant 
pas toujours aux tests statistiques de conclure à une différence significative entre les groupes. 
 
Enfin, l’analyse du comportement maternel a été menée non par portée, mais en fonction du 
groupe de traitement de chaque souriceau afin de prendre en compte la possible implication 
de l’attention maternelle comme facteur de confusion dans l’étude. Cette analyse n’a mis en 
évidence aucune différence d’attention maternelle, tant en termes de construction du nid que 
de temps consacré aux jeunes, entre les différents groupes de traitement.  
 
 

d) Effet du traitement sur le comportement individuel à l’âge adulte 
 
Dans cette étude, les résultats n’ont pas montré d’effets de l’exposition à la HCQ sur la force 
physique ou la résistance musculaire des animaux. En effet, les animaux traités et témoins ont 
présenté une force musculaire similaire pour les pattes avant comme pour l’ensemble des 
quatre pattes ainsi que des performances similaires au WMH. En revanche, les performances 
ont été significativement impactées par le sexe des animaux, confirmant les résultats obtenus 
dans la cohorte adulte. Les femelles ont ainsi présenté une force musculaire moins importante 
au grip strength mais une endurance à l’effort significativement plus importante que les mâles 
au WMH. Cette endurance plus importante des femelles n’a été observée au test AR qu’en 
prenant en compte le poids des animaux. En effet, les données brutes des mâles et des 
femelles étaient statistiquement semblables.  
 
Enfin, le traitement n’a significativement modifié ni l’activité locomotrice des animaux, ni 
leur niveau d’anxiété. Le test OF a, en revanche, mis en avant une activité locomotrice plus 
importante des femelles par rapport aux mâles à D132 ainsi qu’un temps passé en zone 
périphérique plus important pour les femelles et pouvant exprimer un niveau d’anxiété plus 
important.  
 

L’exposition IP à la HCQ au stade juvénile ne semble donc pas avoir affecté la force 
musculaire, l’endurance, l’activité locomotrice ou l’anxiété des animaux exposés. 
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II.2. Suivi des particules aluminiques chez des souris déficientes en autophagie 
 

II.2.1. Rappel du protocole expérimental 
 
Les données relatives à l’élevage et à l’exposition des animaux ont été décrites dans la section 
précédente de même que l’ensemble du protocole de prélèvement et d’analyses histologiques 
(cf Chapitre II.2. de la section méthodologie). 
 
Pour rappel, lors de cette expérimentation, les animaux ont été génotypés dès leur arrivée afin 
de distinguer les animaux Atg5 CKO de leurs contrôles de portée. Ils ont ensuite été 
acclimatés aux conditions d’hébergement durant une semaine puis une injection de particules 
aluminiques a été réalisée au niveau du TA sous anesthésie à l’isoflurane. Des analyses 
histologiques ont été menées sur les organes prélevés post-mortem, trois semaines après 
l’injection.  
 
La Figure 45 illustre l’expérimentation réalisée sous forme de résumé graphique. 
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Figure 45 : Représentation graphique du déroulement de l'expérimentation 

 
Alu-dia : adjuvant aluminique rendu fluorescent par l’adjonction de nano
IM : Injection intramusculaire 
 

245 

Représentation graphique du déroulement de l'expérimentation in vivo du suivi des particules aluminiques

: adjuvant aluminique rendu fluorescent par l’adjonction de nano-diamant fonctionnalisés 
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II.2.2. Génotypage et d
 
Les six animaux ont été génotypé
section méthodologie. Ces six animaux ont été identifiés comme é
et sauvages ou wild type (WT)
permis de définir que l’ensemble des animaux étaient bien porteurs des marqueurs flox au 
niveau du gène Atg5. La présence de la Cre
le KO génétique était présent par recombinaison Cre
 
 

 
Figure 46 : Résultats de PCR portant sur la présence des gènes 

présence de la 
Les individus sont identifiés par leur numéro de puce.

 
 

II.2.3. Présence
 
L’observation des coupes sériées de muscle colorées en HE a démontré la prés
granulomes chez tous les animaux injectés. 
présentaient des inclusions cellulaires
leur couleur violacée rendue foncée par la présence d’agglomé
correspondants aux particules d’Al (
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Génotypage et distribution des effectifs 

ont été génotypés selon la méthode décrite dans le paragraphe
Ces six animaux ont été identifiés comme étant Atg5 

(WT) pour l’autre moitié. En effet, la masse des produits de PCR a 
permis de définir que l’ensemble des animaux étaient bien porteurs des marqueurs flox au 

. La présence de la Cre-recombinase a donc défini les animaux chez qui 
e était présent par recombinaison Cre-Lox (Figure 46). 

: Résultats de PCR portant sur la présence des gènes Atg5WT et Atg5
présence de la Cre-recombinase (B) 

Les individus sont identifiés par leur numéro de puce. 

résence et persistance de granulomes musculaires 

L’observation des coupes sériées de muscle colorées en HE a démontré la prés
granulomes chez tous les animaux injectés. En effet, les coupes musculaires des six animaux 

cellulaires plus ou moins étendues, repérables sur les clichés 
leur couleur violacée rendue foncée par la présence d’agglomérats très denses aux électrons,
correspondants aux particules d’Al (Figure 47).  
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pour l’autre moitié. En effet, la masse des produits de PCR a 
permis de définir que l’ensemble des animaux étaient bien porteurs des marqueurs flox au 

recombinase a donc défini les animaux chez qui 

 

Atg5flox (A) et sur la 

 

L’observation des coupes sériées de muscle colorées en HE a démontré la présence de 
les coupes musculaires des six animaux 

repérables sur les clichés par 
ats très denses aux électrons, 
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WT 
 

 

 

 

 
 

Atg5 CKO 
 

 

 

 
 
 

Figure 47 : Observation de la présence de granulomes dans les muscles des animaux 
n = 3 muscles par groupe, observés en microscopie photonique à lumière transmise avec un 

grossissement de 10X (barre d’échelle de 200 µm) 
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Des granulomes ont été observés dans 88,13 % des coupes de muscles des animaux WT 
contre 90,58 % des coupes de muscles des animaux Atg5 CKO (Tableau 43). Le pourcentage 
de petits granulomes était homogène entre Atg5 CKO et WT avec un total de 11,64 % des 
granulomes pour les animaux WT contre 11,02 % pour les animaux Atg5 CKO. La présence 
de granulomes de taille moyenne était plus importante pour les animaux WT avec un total de 
28,04 % contre 16,33 % pour les Atg5 CKO alors que les grands granulomes ont 
majoritairement été observés chez les animaux Atg5 CKO avec 72,65 % contre 60,32 % pour 
les animaux WT (Tableau 43). Les différences observées entre les animaux WT et Atg5 CKO 
ne sont cependant pas statistiquement significatives au regard du faible effectif analysé.  
 

Tableau 43 : Analyse semi-quantitative de la présence de granulomes dans les muscles des 
animaux en fonction de leur génome 

 
Groupe 0 1 + ++ +++ 

      
WT 11,87 % 88,13 % 11,64 % 28,04 % 60,32 % 
KO 9,42 % 90,58 % 11,02 % 16,33 % 72,65 % 

 
Pourcentage de coupes analysées ne contenant pas de granulomes : (0) et contenant des granulomes (1). 
Granulomes divisés en trois catégories en fonction de leur taille : petits granulomes (+), granulomes moyens 
(++) ou grands granulomes (+++). Pourcentages calculés sur n = 3 individus par groupe. 

 
 

II.2.4. Présence/translocation d’Alu-Dia dans les organes cibles 
 
Une série de coupes par organe et par individu a été observée après coloration au Morin et 
analysée selon les modalités décrites dans le paragraphe II.2.3.3. de la section méthodologie 
afin de quantifier la présence de complexes Alu-Dia dans chaque organe. Les résultats 
obtenus sont développés ci-dessous organe par organe. 
 
 

II.2.4.1. Muscle tibial antérieur 
 
La quantification de la présence du complexe Alu-Dia dans le TA des animaux concorde avec 
l’observation de la présence de granulomes exposée dans le paragraphe précédent. 
L’ensemble des séries observées présentaient des spots dans le canal FRET, dont la 
fluorescence correspond à la signature spectrométrique des fND (Figure 48), au niveau des 
amas cellulaires identifiés comme étant des granulomes sur les coupes colorées en HE.  
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Figure 48 : Spectre d’émission observé dans le canal FRET sur une coupe de muscle tibial 
antérieur 

u.a. : Unité arbitraire obtenue lors de la lecture du signal par le spectromètre. 
 
 
Les résultats de quantification des particules d’Alu-Dia dans le TA sont résumés dans le 
Tableau 44. Les animaux WT présentaient une moyenne de 91 particules d’Alu-Dia par 
coupe contre une moyenne de 113 particules par coupe pour les animaux Atg5 CKO. Les 
particules retrouvées chez les animaux WT présentaient des aires allant de 0,63 µm² à 
98,90 µm² avec une moyenne de 4,11 µm². La distribution de taille des particules présentes 
chez les animaux Atg5 CKO s’étendait de 0,63 µm² à 55,50 µm² avec une moyenne de 
3,51 µm². 
Ces résultats rapportent une densité de particules d’Alu-Dia dans le muscle des animaux 
Atg5 CKO légèrement supérieure à celle des animaux WT 21 jours après l’injection avec une 
majorité de particules de petite taille et quelques gros complexes. Les différences observées 
entre WT et Atg5 CKO ne sont pas statistiquement significatives. 

 
Tableau 44 : Quantification de la présence d’Alu-Dia dans le muscle tibial antérieur 

 
id groupe nb coupes nb sites moy/coupe aire min  aire moy aire max 

49897 Atg5 CKO 15 7 89,07 0,63 3,37 36,20 
50084 Atg5 CKO 16 12 102,13 0,63 3,58 34,95 
97283 Atg5 CKO 8 12 179,75 0,63 3,58 55,50 
50144 WT 15 9 17,00 0,73 3,47 28,17 
97241 WT 15 11 57,67 0,63 4,90 98,90 
97402 WT 17 22 186,41 0,63 3,94 63,12 

id : numéro d’identifiant des animaux. 
nb coupes : nombre de coupes observées en microscopie à fluorescence lors de l’analyse. 
nb sites : nombre de localisation de fND sur l’ensemble des coupes ; équivalent au nombre d’images acquises et 
analysées. 
moy/coupe : nombre moyen de particules d’Alu-Dia observées par coupe. 
aire min, aire moy, aire max : aire minimale, moyenne et maximale des particules d’Alu-Dia observées en µm². 

  

500 550 600 650 700 750 800In
te

ns
ité

 d
e 

flu
or

es
ce

nc
e 

(u
.a

.)

longueur d'onde du signal émis (nm)



Données expérimentales 

Thèse Jean-Daniel Masson 250 

II.2.4.2. Ganglion lymphatique poplité 
 
L’observation des coupes de ganglions lymphatiques poplités a confirmé la présence de spots, 
dans le canal FRET, présentant la fluorescence caractéristique des fND 21 jours après 
l’injection intramusculaire du composé (Figure 49). Ces particules d’Alu-Dia ont été 
observées de façon homogène dans le tissu sans indice particulier d’une distribution pour une 
zone préférentielle de l’organe. 
 

 
 

Figure 49 : Spectre d’émission observé dans le canal FRET sur une coupe de ganglion 
lymphatique poplité 

u.a. : Unité arbitraire obtenue lors de la lecture du signal par le spectromètre. 
 
 
Les données de quantification des particules d’Alu-Dia dans le ganglion lymphatique poplité 
sont résumées dans le Tableau 45. Les particules d’Alu-Dia ont été détectées avec une 
moyenne de 5 particules par coupe observées pour les animaux WT et 3 particules par coupe 
pour les animaux Atg5 CKO. Les particules présentes dans les organes des animaux WT 
s’étendaient de 0,94 µm² à 13,46 µm² avec une moyenne de 2,77 µm². Les particules 
retrouvées chez les animaux Atg5 CKO mesuraient 0,94 µm² à 11,89 µm² avec une moyenne 
de 2,48 µm². 
Les données indiquent que les particules d’Alu-Dia retrouvées au niveau du ganglion 
lymphatique poplité (ganglions de drainage de la zone injectée) étaient en moyenne plus 
petites et moins nombreuses que celles retrouvées dans le muscle injecté. Les particules les 
plus petites et les plus grosses présentent au niveau du TA ne semblent pas avoir été déplacées 
du site d’injection et ne sont pas retrouvées au niveau du ganglion lymphatique poplité. Les 
résultats obtenus ne sont pas statistiquement différents entre animaux WT et Atg5 CKO. 
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Tableau 45 : Quantification de la présence d’Alu-Dia dans le ganglion lymphatique poplité 
 

id groupe nb coupes nb sites moy/coupe aire min  aire moy aire max 

49897 Atg5 CKO 11 11 6,09 0,94 2,32 11,89 

50084 Atg5 CKO 26 1 0,04 1,56 1,56 1,56 

97283 Atg5 CKO 25 14 3,68 0,94 2,60 10,75 

50144 WT 19 19 5,21 0,94 2,55 10,95 

97241 WT 19 20 9,89 0,94 2,88 13,46 

97402 WT 15 1 0,07 4,90 4,90 4,90 

id : numéro d’identifiant des animaux. 
nb coupes : nombre de coupes observées en microscopie à fluorescence lors de l’analyse. 
nb sites : nombre de localisation de fND sur l’ensemble des coupes ; équivalent au nombre d’images acquises et 
analysées. 
moy/coupe : nombre moyen de particules d’Alu-Dia observées par coupe. 
aire min, aire moy, aire max : aire minimale, moyenne et maximale des particules d’Alu-Dia observées en µm². 

 
 

II.2.4.3. Ganglion lymphatique inguinal 
 
La recherche de particules d’Alu-Dia sur les coupes de ganglions lymphatiques inguinaux a 
permis la mise en avant de spots présentant la fluorescence caractéristique des fND dans le 
canal FRET (Figure 50). Comme pour les ganglions lymphatiques poplités, les particules 
d’Alu-Dia ont été retrouvées sans qu’une organisation spatiale particulière ne soit identifiable 
au sein des organes. 
 

 
 

Figure 50 : Spectre d’émission observé dans le canal FRET sur une coupe de ganglion 
lymphatique inguinal 

u.a. : Unité arbitraire obtenue lors de la lecture du signal par le spectromètre. 
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Les résultats de quantification des particules d’Alu-Dia dans le ganglion lymphatique inguinal 
sont résumés dans le Tableau 46. La quantification moyenne de particules d’Alu-Dia a été de 
7 particules par coupe pour les animaux WT et de 6 particules par coupe pour les animaux 
Atg5 CKO. Les particules retrouvées chez les animaux WT mesuraient de 0,63 µm² à 
19,93 µm² avec une moyenne de 2,96 µm². La taille des particules présentes chez les animaux 
Atg5 CKO était comprise entre 0,94 µm² et 15,02 µm² avec une moyenne de 2,60 µm². 
 
La taille et la densité des particules d’Alu-Dia retrouvées au niveau du ganglion lymphatique 
inguinal sont du même ordre de grandeur que celles caractérisant les particules retrouvées au 
niveau des ganglions lymphatiques poplités. Les différences observées entre WT et Atg5 CKO 
ne sont pas statistiquement significatives. 
 
Tableau 46 : Quantification de la présence d’Alu-Dia dans le ganglion lymphatique inguinal 

 
id groupe nb coupes nb sites moy/coupe aire min  aire moy aire max 

49897 Atg5 CKO 27 27 10,74 0,94 2,65 15,02 

50084 Atg5 CKO 25 1 0,08 5,53 10,12 14,71 

97283 Atg5 CKO 13 4 6,08 0,94 2,21 10,54 

50144 WT 18 28 12,78 0,63 2,83 19,93 

97241 WT 34 34 9,38 0,63 3,03 17,84 

97402 WT 26 3 0,12 1,25 4,10 5,63 

id : numéro d’identifiant des animaux. 
nb coupes : nombre de coupes observées en microscopie à fluorescence lors de l’analyse. 
nb sites : nombre de localisation de fND sur l’ensemble des coupes ; équivalent au nombre d’images acquises et 
analysées. 
moy/coupe : nombre moyen de particules d’Alu-Dia observées par coupe. 
aire min, aire moy, aire max : aire minimale, moyenne et maximale des particules d’Alu-Dia observées en µm². 

 
 

II.2.4.4. Rate 
 
L’analyse spectrométrique des signaux fluorescents présents sur les coupes de rates a permis 
de mettre en avant des spots présentant la fluorescence caractéristique des fND dans le canal 
FRET (Figure 51). Ces particules ont été observées de façon sporadique avec un effectif trop 
faible pour tirer des conclusions quant à leur possible emplacement préférentiel sur les coupes 
de rate. 
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Figure 51 : Spectre d’émission observé dans le canal FRET sur une coupe de rate 
u.a. : Unité arbitraire obtenue lors de la lecture du signal par le spectromètre. 

 
 
Les données de quantification des particules d’Alu-Dia dans la rate sont résumées dans le 
Tableau 47. Des particules d’Alu-Dia ont été détéctées chez un individu WT sur les trois, 
pour une présence moyenne de 0,07 particule par coupe. Les trois animaux Atg5 CKO 
présentaient des particules d’Alu-Dia identifiables pour une présence moyenne de 
0,08 particule par coupe. Les particules retrouvées chez l’animal WT présentaient des aires 
allant de 0,79 µm² à 6,37 µm² avec une moyenne de 3,05 µm². Les particules retrouvées chez 
les animaux Atg5 CKO mesuraient entre 0,79 µm² et 3,87 µm² avec une moyenne de 
1,65 µm². 
 
La densité de particules d’Alu-Dia au niveau de la rate 21 jours après injection IM est faible et 
traduit une translocation active mais réduite vers cet organe. La taille moyenne des particules 
d’Alu-Dia retrouvées au niveau de la rate ne diffère pas sensiblement de celles présentes au 
niveau des ganglions mais la taille maximale de ces particules est réduite par comparaison 
avec les mesures effectuées dans les ganglions lymphatiques. Les différences observées entre 
WT et Atg5 CKO ne sont pas statistiquement significatives. 
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Tableau 47 : Quantification de la présence d’Alu-Dia dans la rate 
 

id groupe nb coupes nb sites moy/coupe aire min  aire moy aire max 

49897 Atg5 CKO 21 1 0,05 1,81 1,81 1,81 

50084 Atg5 CKO 25 2 0,16 0,79 1,71 3,87 

97283 Atg5 CKO 25 1 0,04 1,24 1,24 1,24 

50144 WT 15 0 0,00 0,00 0,00 0,00 

97241 WT 18 4 0,22 0,79 3,05 6,37 

97402 WT 21 0 0,00 0,00 0,00 0,00 

id : numéro d’identifiant des animaux. 
nb coupes : nombre de coupes observées en microscopie à fluorescence lors de l’analyse. 
nb sites : nombre de localisation de fND sur l’ensemble des coupes ; équivalent au nombre d’images acquises et 
analysées. 
moy/coupe : nombre moyen de particules d’Alu-Dia observées par coupe. 
aire min, aire moy, aire max : aire minimale, moyenne et maximale des particules d’Alu-Dia observées en µm². 

 
 

II.2.4.5. Cerveau 
 
Les analyses effectuées sur les coupes de cerveau ont permis de mettre en évidence la 
présence anecdotique d’une particule présentant le spectre d’émission des fND (Figure 52) 
chez l’individu 97241 appartenant au groupe WT (Figure 53).Cette unique particule située 
dans le cortex somatomoteur présentait une surface de 1,30 µm². Aucune autre particule 
d’Alu-Dia n’ayant pu être identifiée sur les coupes de cerveau analysées, les comparaisons 
statistiques n’ont pas été réalisées pour cet organe. 
 
 

 
 

Figure 52 : Spectre d’émission observé dans le canal FRET sur une coupe de cerveau de 
l’individu 97241 

u.a. : Unité arbitraire obtenue lors de la lecture du signal par le spectromètre. 
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Figure 53 : Signal de la particule d’Alu

Microscopie à fluorescence avec un grossissement de 63X (barre d’é
 
 

II.2.4.6. Récapitulatif des résultats
 
L’ensemble des résultats de l’expérimentation de suivi des particules aluminique
différents organes après injection IM chez la souris déficiente en autophagie ne démontre pas 
de différence statistique de translocation du composé aluminique
animaux WT au regard du faible effectif d’animaux utilisé.
 
Les données obtenues confir
aluminiques est en mesure d’induire une lésion musculaire présentant les signes 
caractéristiques d’une lésion de MFM. Ces données démontrent également qu’une 
translocation des particules existe depuis le site d’injection vers des organes distants 
les ganglions lymphatiques de drainage, la rate 
particules aluminiques issues de l’expérience est 
initiale.  
 
Sans que ces données n’ait fait
translocation des particules aluminique
d’une diminution progressive de la taille des particules 
d’injection.
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particule d’Alu-Dia dans le canal FRET sur une coupe de cerveau de 
l’individu 97241 

icroscopie à fluorescence avec un grossissement de 63X (barre d’échelle de 30

II.2.4.6. Récapitulatif des résultats 

L’ensemble des résultats de l’expérimentation de suivi des particules aluminique
différents organes après injection IM chez la souris déficiente en autophagie ne démontre pas 

de translocation du composé aluminique entre animaux 
au regard du faible effectif d’animaux utilisé. 

Les données obtenues confirment néanmoins que l’injection IM de 
induire une lésion musculaire présentant les signes 

d’une lésion de MFM. Ces données démontrent également qu’une 
translocation des particules existe depuis le site d’injection vers des organes distants 

phatiques de drainage, la rate et jusqu’au cerveau où la présence de 
particules aluminiques issues de l’expérience est observée trois semaines après l’injection 

n’ait fait l’objet d’une analyse particulière, il semble que la 
translocation des particules aluminiques observée dans cette expérimentation s’accompagne 
d’une diminution progressive de la taille des particules à mesure de l’éloignement de la zone 
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chelle de 30 µm) 

L’ensemble des résultats de l’expérimentation de suivi des particules aluminiques dans 
différents organes après injection IM chez la souris déficiente en autophagie ne démontre pas 

entre animaux Atg5 CKO et 

que l’injection IM de nanoparticules 
induire une lésion musculaire présentant les signes histologiques 

d’une lésion de MFM. Ces données démontrent également qu’une 
translocation des particules existe depuis le site d’injection vers des organes distants comme 

et jusqu’au cerveau où la présence de 
trois semaines après l’injection 

e, il semble que la 
observée dans cette expérimentation s’accompagne 

mesure de l’éloignement de la zone 
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I. Rappel des objectifs 
 
Les objectifs des expérimentations effectuées au cours de ce travail de thèse étaient 
i) d’évaluer les capacités autophagiques et la réponse inflammatoire à l’Al des cellules 
immunitaires de patients MFM après exposition à l’Al d’origine vaccinal, ii) de tester un 
traitement pharmacologique chez la souris adulte et juvénile ou d’utiliser une souche de souris 
présentant un défaut autophagique génétique afin d’évaluer sur un modèle animal 
l’implication du processus autophagique sur le devenir des particules d’Al injectées par voie 
IM. 
 
Pour cela, une approche in vitro a été menée sur les cellules immunitaires des patientes MFM 
afin de déterminer quel était leur niveau autophagique basal ainsi que leur réponse 
inflammatoire et autophagique à la présence d’Al particulaire. Des cellules mononuclées du 
sang périphérique de huit patientes MFM âgées de 37 à 77 ans ont été mises en culture et 
différenciées durant une semaine avant d’être exposées à des particules d’AH ou à un vaccin 
entier durant quatre heures. La capacité autophagique des cellules a été évaluée par western 
blot des principales protéines de l’autophagie et le statut inflammatoire par dot-blot d’un 
panel de cytokines communes et précédemment documentées.  
 
Un traitement pharmacologique à base de HCQ a ensuite été testé chez des souris traitées à 
l’âge adulte ou juvénile afin de tester son efficacité comme agent perturbateur de l’autophagie 
sur le long terme. Pour cela le composé a été injecté de façon récurrente par voie IP et les 
animaux ont été suivis durant quatre mois. Une batterie de tests a permis l’évaluation du 
développement moteur et sensoriel des souriceaux durant les trois premières semaines de vie 
post-natale afin de s’assurer que le traitement ne perturbe pas la mise en place et le 
développement du système nerveux. 
L’accumulation sérique du composé sur le long terme a été mesurée chez les animaux traités à 
l’âge adulte après 3 jours puis 2 et 4 mois de traitement hebdomadaire. 
Après deux et quatre mois de traitement, le comportement individuel des animaux adultes et 
juvéniles a été observé sur le plan de la résistance à l’effort physique, de l’activité locomotrice 
et de l’anxiété.  
Parallèlement, des analyses histochimiques ont été menées afin d’évaluer les performances du 
flux autophagique dans différents tissus cibles plus ou moins distants de la zone d’injection du 
composé. 
 
Enfin, une approche génétique a été envisagée afin d’étudier la translocation des particules 
aluminiques au sein de l’organisme après une injection IM. Pour cela, un adjuvant vaccinal 
marqué de façon permanente par un traceur fluorescent a été injecté par voie IM à des souris 
présentant un KO conditionnel d’une protéine majeure de l’autophagie. Une analyse 
histologique d’organes lymphoïdes cibles a été menée afin d’observer la translocation 
systémique des particules vers des organes distants 21 jours après l’injection. 
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II. Originalité du modèle 
 
Les études présentées dans ce manuscrit s’inscrivent dans la problématique actuelle de 
questionnement sur le niveau de sécurité des adjuvants vaccinaux à base d’aluminium 
puisqu’elles visent à évaluer la persistance, la translocation et la neurotoxicité de ces 
particules dans un contexte particulier de susceptibilité d’intolérance aux particules 
aluminiques potentiellement induite par une déficience dans le processus autophagique. De 
plus, le protocole expérimental développé est original sur plusieurs points : 
 
 

 L’étude de l’impact de la composante autophagique sur la persistance et la 
translocation des particules aluminiques est un fait nouveau. En effet, l’observation de 
la séquestration vacuolaire des particules d’Al chez les patientes atteints de MFM est 
récente et le rôle de l’autophagie dans l’action adjuvante des sels d’Al n’est pas encore 
clairement caractérisé. 
 
 

 Les études portant sur l’utilisation de HCQ évaluent généralement son action à des 
échelles de temps courtes avec une exposition quotidienne au composé et sans que ces 
potentiels effets sur le neuro-développement ou le comportement ne soient évalués. Le 
calendrier et les doses qui ont été sélectionnés dans ce travail sont représentatifs du 
calendrier prophylactique humain recommandé par le CDC pour lutter contre la 
malaria lors de déplacements dans les zones à risques. De plus, les effets du traitement 
ont été évalués à long terme afin de tester la modélisation d’une déficience 
autophagique chez la souris aussi bien adulte que juvénile tout en garantissant 
l’absence d’effets néfastes sur le développement sensori-moteur des jeunes ou sur le 
comportement individuel de souris adultes. 

 
 

  Enfin, l’utilisation d’un double marquage au Morin et par traceur aux fND analysé par 
la technique de FRET est une originalité de ce travail afin de suivre la translocation 
de particules aluminiques dans différents organes allant du muscle ayant reçu 
l’injection initiale jusqu’au cerveau de souris présentant une déficience en autophagie 
induite par un KO génétique conditionnel sur un gène majeur de l’autophagie.  

 
 
Dans la suite de cette discussion, les expérimentations menées étant de nature très différentes, 
elles seront traitées de façon sequentielle. La discussion commencera par l’expérimentation in 
vitro sur les PBMC de patientes MFM avant de poursuivre avec les expérimentations in vivo, 
d’abord celle dédiée au traitement pharmacologique puis celle relative à l’évaluation de 
l’impact d’une déficience autophagique sur le devenir des particules aluminiques. 
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III. Capacité autophagique et réponse inflammatoire in vitro des cellules 
immunitaires 
 

III.1. Morphologie cellulaire et capacité d’internalisation 
 
L’étude de la capacité d’internalisation des particules aluminiques par les PBMC contrôles et 
issues de patientes MFM a été réalisée en exposant des cultures cellulaires à des particules 
d’Al fluorescentes. Des sondes ont également été utilisées afin de caractériser la présence de 
lysosomes dans les cellules étudiées. 
 
Les résultats démontrent que les PBMC issues d’individus MFM présentent une gamme de 
taille comparable aux cellules contrôles. Cette observation est en accord avec les 
descriptions faites de la lésion de MFM décrivant une infiltration musculaire de macrophages 
basophiles avec présence de lymphocytes B et T mais sans qu’une morphologie particulière 
des monocytes ne soit visible (Gherardi et al., 2016).  
 
Notre étude établit que l’internalisation des particules d’Al par les PBMC primaires 
contrôles est déjà effective lors de son observation à 4 h. Les observations cellulaires réalisées 
montrent en effet un fort signal de fluorescence du lumogallion au niveau intracellulaire après 
4 h de mise en contact avec les PBMC préalablement différenciées. Si la phagocytose des 
particules d’Al a déjà été rapportée dans la littérature scientifique, les études publiées ont 
cependant principalement travaillé sur la lignée cellulaire THP1 (Ohlsson et al., 2013; Mold 
et al., 2014; Mile et al., 2015; Shardlow, Mold & Exley, 2020). L’internalisation formelle des 
particules d’adjuvant aluminique par des PBMC primaires contrôles via un marquage direct 
reste donc, à notre connaissance, une donnée inédite. Cette détection confirme, par ailleurs, 
d’autres observations faites par microscopie électronique démontrant l’internalisation de l’AH 
par la présence d’inclusions cristallines spécifiques dans des PBMC (Rimaniol et al., 2004; 
Rimaniol, Gras & Clayette, 2007). 
 
Durant cette expérience, les PBMC des individus MFM ont présenté une capacité 
d’internalisation des particules en 4 h similaire à celle observée sur les cellules contrôles. De 
plus, le niveau de présence de lysosome dans les PBMC MFM ne s’est pas révélé différent de 
celui des cellules contrôles. Il s’agit des premières données obtenues sur culture de cellules 
immunitaires isolées issues de patientes atteintes de MFM, ce qui permet une avancée dans la 
compréhension de la formation de la lésion musculaire caractéristique de la MFM : 
 

- D’une part, la présence d’Al intra-cytoplasmique à un niveau comparable entre 
cellules MFM et contrôles laisse entrevoir une capacité normale d’internalisation des 
particules aluminiques par les PBMC des individus MFM. Ces données indiquent donc que 
la biopersistance de la lésion histologique de MFM n’est pas due à un retard de prise en 
charge des particules d’Al chez les patientes MFM. En effet, les connaissances actuelles de la 
lésion de MFM décrivent la présence de structure cristalline correspondant à l’AH, 
internalisée par les cellules du granulome musculaire biopersistant sur une longue durée 
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(Gherardi et al., 1998; 2001a). Ces observations nécessitant d’être faites avec une latence 
importante entre l’injection vaccinale et le moment de la biopsie, il n’était donc pas exclu que 
la MFM soit le reflet d’une prise en charge ralentie des particules d’Al par les cellules de 
l’immunité. Nos données suggèrent cependant que les monocytes des patientes MFM sont 
capables d’internaliser à court terme les particules d’Al de manière aussi efficace que ceux 
des individus contrôles et laissent donc envisager un défaut dans le traitement cellulaire de ces 
particules, plutôt que dans leur internalisation. 
 

- D’autre part, la présence d’un niveau normal de lysosomes au sein des PBMC 
MFM prouve que le défaut de prise en charge de l’Al n’est pas dû à un défaut de présence de 
l’organelle effectrice de la dégradation des particules internalisées. Cette expérimentation 
appuie donc les hypothèses actuelles concernant la MFM, évoquant l’idée qu’une défaillance 
dans un mécanisme intracytoplasmique, intermédiaire entre la phagocytose et la fusion avec le 
lysosome, est à l’origine de la MFM.  
 

En résumé, les cellules immunitaires isolées d’individus sains, différenciées en culture 
cellulaire, ont présenté une internalisation des particules aluminiques en cours, 4 h après 
mise en contact. Les cellules isolées de patients MFM ont présenté une capacité 
d’internalisation des particules aluminiques et une présence lysosomale similaires aux cellules 
contrôles. La bonne capacité d’internalisation des particules aluminiques par les PBMC 
MFM et la présence « normale » de lysosome laisse donc penser qu’un défaut doit être 
présent, chez les patients MFM, dans une étape intermédiaire du mécanisme d’élimination des 
particules. 

 
 

III.2. Mesure du flux autophagique 
 

III.2.1. Les modulateurs de l’autophagie : CQ et Rapa 
 
Analyse de l’autophagie : Le processus autophagique (décrit dans le chapitre III. de la section 
contexte et problématique) est un mécanisme complexe et dynamique dont l’étude n’est pas 
aisée, en témoigne les presque 400 pages de la dernière revue de référence détaillant les 
méthodes d’analyse possibles de l’autophagie et leurs limites (Klionsky et al., 2021). La 
technique de western blot fait partie des méthodes d’analyse listées et reste l’une des plus 
utilisées dans la littérature. Elle nécessite cependant différents contrôles afin de pouvoir 
interpréter les résultats obtenus (Mizushima & Yoshimori, 2007; Barth, Glick & Macleod, 
2010; Klionsky et al., 2021). L’utilisation d’un anticorps dirigé contre une seule des 
isoformes de la protéine LC3 est recommandée. De plus, en complément de la quantification 
de la protéine LC3-II, estimant la présence d’autophagosomes dans les cellules, une 
évaluation de SQSTM1/p62 est préconisée, permettant ainsi d’appréhender l’efficacité du flux 
autophagique en distinguant activation de l’autophagie et inhibition de la dégradation des 
composés séquestrés. 
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Etapes clés : Pour rappel, les étapes clés du processus autophagique sont : i) la conjugaison de 
LC3-I à la PE pour former LC3-II ; ii) le recrutement de LC3-II sur les membranes 
autophagosomales internes et externes ; iii) le marquage du cargo à détruire par 
SQSTM1/p62 ; iv) la reconnaissance de SQSTM1/p62 par LC3-II pour « arrimage » du cargo 
dans l’autophagosome en formation ; v) la fermeture de l’autophagosome et le recyclage de 
LC3-II positionnée sur la membrane externe et vi) la fusion entre l’autophagosome et le 
lysosome, produisant la destruction du contenu autophagosomal (LC3-II, SQSTM1/p62 et 
cargo) (Figure 11 p.98).  
 
Modulateurs : L’utilisation de modulateurs spécifiques de l’autophagie complète 
généralement les premières recommandations d’analyse par western blot, en permettant de 
visualiser la réponse protéique dans des situations particulières et définies. Ainsi la CQ est 
couramment utilisée en tant qu’agent lysosomotrope afin de bloquer l’autophagie à l’étape de 
formation de l’autophagolysosome, ce qui limite théoriquement la dégradation des protéines 
LC3-II et SQSTM1/p62 et accroit le ratio LC3-II/LC3-I. La Rapa est quant à elle utilisée pour 
son effet stimulateur de l’autophagie augmentant le couplage de la PE à LC3-I pour former 
LC3-II et aboutissant à la dégradation d’une partie de cette protéine et de SQSTM1/p62 par 
l’action lysosomale. Les effets attendus de la Rapa en termes de présence protéique seront 
donc une baisse de LC3-I, qui est rapidement convertie en LC3-II sous l’action de la drogue, 
accompagnée d’une diminution de SQSTM1/p62 qui est dégradée au niveau du lysosome. 
 
Lors de l’expérimentation in vitro réalisée dans ce travail de thèse, les deux modulateurs de 
l’autophagie ont été utilisés en parallèle des traitements AH et V. Les résultats obtenus 
témoignent de changements dans le niveau de présence des protéines LC3-I, LC3-II et 
SQSTM1/p62. 
 
CQ : L’utilisation de CQ a en effet permis l’accumulation de la protéine LC3-II dans les 
PBMC et l’augmentation du ratio LC3-II/LC3-I, attestant de la sur-présence de la forme II de 
la protéine LC3 et de l’accumulation d’autophagosomes cytoplasmiques en présence du 
composé, tels qu’attendus en cas de blocage de l’autophagie. L’accumulation envisagée de 
SQSTM1/p62 en présence de CQ n’a, en revanche, pas été observée. Cette absence 
d’accumulation significative pourrait s’expliquer de plusieurs manières. D’une part, la grande 
dispersion des données en condition témoin limite fortement la probabilité de détecter l’action 
du traitement avec l’effectif relativement faible utilisé dans cette expérimentation. D’autre 
part, l’action même de la CQ peut porter à confusion sur la modulation attendue du niveau de 
SQSTM1/p62. L’inhibition de la dégradation des composés lors du dernier stade de 
l’autophagie provoque effectivement une accumulation de SQSTM1/p62 dans les 
autophagosomes. Cependant, sans une forte production de novo du composé, son 
emplacement dans la cellule va lentement évoluer du compartiment cytoplasmique au 
compartiment autophagosomal sans changement de sa présence globale. Or, si la CQ bloque 
la formation de l’autophagolysosome, elle n’est en revanche pas connue pour induire la 
production de SQSTM1/p62. Il est donc possible que la durée sur laquelle le traitement a été 
observé soit insuffisante pour constater une accumulation de SQSTM1/p62 avec la seule 
autophagie basale des cellules comme agent de production de cette protéine. De plus, certains 
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auteurs pointent du doigt un effet perturbateur de la CQ sur l’analyse de l’autophagie : la CQ 
pourrait en effet activer une autophagie non canonique faisant intervenir une lipidation 
alternative de LC3 et sans impact sur la protéine SQSTM1/p62, ce qui pourrait expliquer que 
le traitement à base de CQ ait modulé la quantité de LC3 dans les cellules mais pas celle de 
SQSTM1/p62 (Jiang & Mizushima, 2015; Jacquin et al., 2017; Klionsky et al., 2021). 
 
Rapa : Le traitement Rapa a un effet inhibiteur sur la protéine kinase mTOR faisant partie du 
complexe mTORC1, lui-même inhibiteur du complexe ULK impliqué dans l’initiation de 
l’autophagie. La Rapa permet donc, sans la régulation négative de mTORC1, une mise en 
marche forcée théorique de l’autophagie. Cette mise en marche augmente la conjugaison de la 
PE à LC3-I pour produire LC3-II, ce qui a pour conséquence de réduire la quantité de LC3-I 
cytoplasmique et d’augmenter le ratio LC3-II/LC3-I, tel qu’observé chez les individus MFM. 
Notons que l’observation individuelle des données confirme la diminution de la présence de 
LC3-I chez 8 des 11 individus contrôles bien que de manière non significative. Il est donc 
probable que l’importante variation interindividuelle au sein du groupe contrôle masque les 
effets du traitement au vu de l’effectif réduit de notre étude. Le processus autophagique étant 
dynamique, la production de novo de LC3-I pourrait également compenser sa baisse de 
concentration par passage sous la forme LC3-II. Après sa formation, la protéine LC3-II va 
progressivement être inclue aux membranes des autophagosomes. Les protéines LC3-II 
situées sur la membrane interne ainsi que SQSTM1/p62, contenue dans les autophagosomes, 
seront détruites après fusion avec le lysosome quand les protéines LC3-II situées sur la 
membrane externe seront recyclées vers le cytoplasme par l’action de ATG4. La dégradation 
des autophagosomes étant visible chez les individus contrôles sous la forme d’une baisse de 
quantité de la protéine SQSTM1/p62, il semble qu’un subtil jeu d’équilibre existe, dans lequel 
production et recyclage compensent la dégradation de la protéine LC3-II, aboutissant à une 
mesure de la protéine stable à 4 h. Signalons également que l’observation individuelle des 
données semble indiquer une tendance de présence à la baisse de SQSTM1/p62 chez 6 des 8 
individus MFM tel qu’observé chez les individus contrôles. La grande hétérogénéité 
interindividuelle doit donc limiter la possibilité d’observer les effets du traitement avec 
l’effectif restreint de notre étude. La compréhension fine des mécanismes mis en jeu 
nécessiterait de pouvoir effectuer cette analyse de façon dynamique, avec plusieurs points de 
mesures répartis sur une échelle de temps plus longue, et avec un nombre d’individus plus 
important. Ce type d’analyse est cependant trop consommateur en matériel biologique pour 
être envisagé avec des cellules primaires dont la quantité disponible est limitée et 
difficilement accessible.  
 

En résumé, l’effectif utilisé dans cette expérimentation était un peu faible, au vu de la large 
distribution des données, pour obtenir des conclusions catégoriques. Cependant, les cellules 
utilisées ont globalement répondues de manière conforme à l’utilisation de modulateurs de 
l’autophagie (CQ et Rapa). Dans l’ensemble, les cellules traitées avec CQ ont présenté une 
accumulation d’autophagosomes non dégradés alors que les cellules traitées avec Rapa 
ont présenté une activation autophagique sous la forme d’une dégradation des nouveaux 
autophagosomes. 
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III.2.2. Réponse autophagique des PBMC contrôles aux particules aluminiques 
 
Ce chapitre, consacré à la réponse autophagique des PBMC primaires contrôles suite à une 
exposition à des particules aluminiques commencera par l’étude des données relatives à 
l’exposition des cellules à l’adjuvant seul (AH) avant de s’intéresser aux données relatives à 
l’exposition des cellules au vaccin (V). Pour comprendre les mécanismes cellulaires 
impliqués dans la réponse aux particules aluminiques, les résultats décrits dans le chapitre I.4. 
de la section Données expérimentales seront discutés par traitements. Les effets du traitement 
AH seront tout d’abord analysés pour l’ensemble des protéines autophagiques. Puis les 
traitements auxiliaires avec les modulateurs de l’autophagie (AH + CQ et AH + Rapa) seront 
pris en compte afin de faire le point sur la signification des variations observées. Une 
démarche similaire sera appliquée aux traitements V, V + CQ et V + Rapa. 
 
 

III.2.2.1. Effets de l’AH sur les PBMC contrôles 
 
AH : Après 4 h de mise en contact avec les PBMC contrôles, l’AH produit une action sur les 
protéines autophagiques en augmentant la présence des deux formes de la protéine LC3 et en 
diminuant la protéine SQSTM1/p62 par rapport au traitement témoin. Les modulations de 
présence de LC3-II à la hausse et de SQSTM1/p62 à la baisse laissent penser que l’AH 
pourrait avoir induit le processus autophagique. En effet, l’augmentation de la présence de 
LC3-II peut être interprétée comme une augmentation de la présence d’autophagosomes au 
sein des cellules, sans que l’on ne sache toutefois si cette présence accrue provient d’une 
augmentation de la production des autophagosomes ou d’une baisse de leur dégradation. La 
baisse de SQSTM1/p62 est en revanche un indice de destruction des autophagosomes par 
fusion avec le lysosome laissant supposer que l’accumulation observée de LC3-II provient 
d’une augmentation de sa production et que le processus autophagique est induit par la 
présence d’AH (Mizushima & Yoshimori, 2007; Klionsky et al., 2021).  
 
AH + CQ : Cependant, les résultats observés après les traitements auxiliaires (CQ et Rapa) ne 
confirment pas totalement cette hypothèse. En effet, seul le taux de LC3-II est augmenté en 
présence d’AH + CQ comparativement au traitement AH seul. La CQ étant un composé 
empêchant la formation de l’autophagolysosome, elle oblige donc théoriquement les 
autophagosomes à s’accumuler dans le cytoplasme. En cas d’activation du processus 
autophagique, une augmentation simultanée des niveaux de LC3-II et de SQSTM1/p62 
devrait donc être observée. De plus, la réduction du niveau de SQSTM1/p62 avec le 
traitement AH + CQ par rapport au traitement CQ seul semble indiquer que les PBMC au 
contact de l’AH présenteraient une production de SQSTM1/p62 plus faible qu’au niveau 
basal, ce qui n’est pas cohérent avec une activation de l’autophagie nécessitant l’action de 
cette protéine. 
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AH + Rapa : Après utilisation conjointe d’AH + Rapa, une augmentation de quantité de 
LC3-II et une baisse de SQSTM1/p62 ont été observées par rapport au traitement Rapa seul. 
Ces modulations pourraient être interprétées comme une activation de l’autophagie plus 
importante en présence d’AH + Rapa qu’en présence de Rapa. En effet, les changements de 
niveau protéique pourraient être vus comme étant la preuve d’une dégradation des 
autophagosomes par la baisse de SQSTM1/p62 signifiant que l’augmentation de la quantité de 
LC3-II provient d’une augmentation de sa production.  
 
AH et Rapa pourraient cependant agir de concert car une diminution de LC3-I et de 
SQSTM1/p62 est observée en présence d’AH + Rapa par rapport au traitement AH seul. Dans 
ce cas, l’activation de l’autophagie serait plus importante en présence d’AH + Rapa qu’en 
présence d’AH. La diminution de LC3-I serait alors la preuve d’une forte activation du 
processus allant jusqu’à la dégradation des autophagolysosomes marquée par la baisse de 
SQSTM1/p62. Dans les deux cas, AH + Rapa semblent induire une consommation de 
SQSTM1/p62 supérieure aux effets obtenus avec chacun des deux traitements individuels 
mais AH + Rapa induit également un taux de LC3-II supérieur au traitement Rapa et inférieur 
au traitement AH seul. Cette distinction de réponse pourrait indiquer une origine non 
autophagique de LC3-II induite par la présence d’AH.  
 

En résumé, la réponse des PBMC contrôles à l’AH pourrait être interprétée comme une 
activation du processus autophagique. Cependant, l’absence d’implication apparente de 
SQSTM1/p62 en présence d’AH accompagné de modulateurs de l’autophagie nous incite à 
penser qu’un mécanisme exclusif ou subsidiaire à l’autophagie pourrait être impliqué. 

 
Une explication à ces observations serait ainsi que l’AH présenté aux PBMC contrôles induit, 
dans les quatre heures suivant sa mise en contact, un mécanisme faisant intervenir des 
protéines du processus autophagique sans que l’autophagie canonique ne soit directement ou 
exclusivement impliquée. 
 
Le mécanisme LC3 dépendant, ne faisant pas intervenir SQSTM1/p62, induit par la présence 
d’AH dans les premières heures de mise en contact, pourrait ainsi être une phagocytose 
associée à LC3 ou LC3 associated phagocytosis (LAP). Ce processus d’internalisation à mi-
chemin entre la phagocytose et l’autophagie et ayant pour but d’internaliser et de détruire des 
composés exogènes, partage une partie de la mécanique autophagique (Galais et al., 2019), ce 
qui pourrait expliquer la confusion avec l’autophagie canonique lors de l’analyse protéique. 
Cette hypothèse semble de plus cohérente avec la présence extracellulaire de l’AH en début 
d’expérimentation. En effet, la LAP est un mécanisme dont le rôle, similaire à celui de la 
phagocytose, est d’internaliser des composés exogènes alors que le rôle de l’autophagie est de 
prendre en charge des composés présents au niveau cytoplasmique (Figure 54). Il ne 
semblerait donc pas étonnant d’observer un mécanisme d’endocytose lors de la mise en 
contact entre l’AH et les PBMC, d’autant plus que la LAP est connue pour jouer un rôle dans 
la prise en charge des antigènes pour leur présentation par le complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II (Romao & Münz, 2014). 
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produits et PI3P assurent la mobilisation du complexe ATG12-ATG5–ATG16 ainsi que la 
lipidation de LC3-II. La présence de LC3-II sur la membrane LAPosomale permet la 
dégradation des composés internalisés par fusion avec des lysosomes porteurs de la protéine 
LAMP1 (Figure 54) (Martinez et al., 2015).  
 
Cette explication du mécanisme de la LAP vise à discuter les résultats obtenus lors de l’étude 
des PBMC contrôles concernant la protéine Rubicon. Les données montrent en effet une 
disparition assez nette de Rubicon dès lors que des particules d’Al sont présentes au contact 
des cellules. La protéine Rubicon étant située sur la membrane du LAPosome, au sein des 
complexes PI3K et NOX2, elle semble donc promise à la destruction après fusion entre le 
LAPosome et le lysosome. La disparition de Rubicon peut donc être vue comme un signe 
d’activation de la LAP au détriment de l’autophagie canonique comme le suggèrent les 
résultats obtenus pour les protéines LC3-II et SQSTM1/p62 discutées ci-dessus. Enfin, une 
accumulation de Rubicon pourrait être attendue en présence d’AH + CQ étant donné le rôle 
présupposé de CQ comme inhibiteur de la fusion entre vésicules et lysosomes. Cependant, les 
études sur le sujet expliquent que la fusion avec le lysosome dans le cas de l’autophagie 
repose de façon importante sur la protéine LAMP2 (Tanaka et al., 2000) alors que la protéine 
LAMP1 semble être préférentielle dans le cas de la LAP (Martinez et al., 2015). Or 
l’utilisation de CQ sur plusieurs types cellulaires a mis en avant une augmentation de la 
présence de LAMP1 en présence de CQ (Chen, Gombart & Chen, 2011; Mauthe et al., 2018). 
De plus, l’action précise de la CQ en tant qu’inhibiteur de fusion n’est pas clairement établie 
et pourrait reposer principalement sur la désorganisation du trafic vacuolaire plutôt que par 
action directe sur le pH lysosomal (Mauthe et al., 2018). Il est donc possible que la fusion 
entre LAPosome et lysosome reste effective en présence de CQ, ce qui expliquerait que le 
taux de Rubicon reste faible avec le double traitement AH + CQ. 
 
 

En résumé, les PBMC isolées chez les individus sains, différenciées et mises en contact avec 
un adjuvant contenant des particules d’Al présentent, 4 h après mise en contact, l’activation 
d’un mécanisme LC3-dépendant distinct de l’autophagie canonique par plusieurs aspects 
formant un faisceau d’indices concordants laissant supposer qu’il s’agit d’une phagocytose 
associée à LC3.  

 
 

III.2.2.2. Effets du vaccin sur les PBMC contrôles 
 
Vaccin : L’exposition des PBMC contrôles à un vaccin contenant de l’AH durant 4 h n’a 
produit que peu de changement dans les concentrations protéiques observées. Les seules 
différences notables avec le traitement témoin sont la baisse des protéines IRGM et Rubicon. 
L’effet du traitement V sur le niveau d’IRGM est par ailleurs confirmé par une baisse de 
présence de cette protéine en présence de V + CQ comparativement au traitement CQ seul. 
IRGM est une protéine charnière entre inflammation et autophagie en régulant 
l’inflammasome. Lors de cette régulation, IRGM assure l’adressage des composants de 
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l’inflammasome vers les autophagosomes en jouant un rôle de médiateur avec SQSTM1/p62 
(Mehto et al., 2019).  
 
Les observations faites laissent cependant planer le doute quant à la réelle implication de 
l’autophagie canonique dans cette régulation dans la mesure où aucune baisse du niveau de 
SQSMT1/p62 n’est visible conjointement à la baisse d’IRGM en présence de V. D’autre 
part, une régulation de l’inflammasome avec IRGM comme médiateur par le biais de 
l’autophagie canonique aurait dû être visible par l’observation d’une accumulation d’IRGM et 
de SQSTM1/p62 en présence de V + CQ par rapport au traitement CQ. Or l’absence de ces 
modulations pourrait signifier qu’un autre mécanisme est mis en jeu. L’étude la plus poussée 
sur le sujet démontre l’importance de l’activité lysosomale et de la présence d’ATG5 dans la 
régulation de l’inflammasome (Mehto et al., 2019). Ces composants étant communs à 
plusieurs voies métaboliques, cela ne prouve pas formellement l’implication de la 
macroautophagie. L’inflammasome est en effet connu pour être également régulé par le 
protéasome (Song et al., 2016).  
 
En tout état de cause, la baisse d’IRGM orbservée lors de notre expérience pourrait donc être 
le signe précoce de la présence de l’inflammasome au niveau cytoplasmique. La réduction 
observée du niveau d’IRGM à 4 h serait alors un signe de lutte des cellules contre la réaction 
inflammatoire produite par le traitement V. Cette hypothèse pourrait être appuyée via la 
quantification des protéines NLRP3 et ASC, composantes de l’inflammasome et cible de 
l’action d’IRGM (Mehto et al., 2019).  
 
Cependant, l’absence de modulation du niveau d’expression des protéines de l’autophagie 
LC3 et SQSTM1/p62, avec la seule présence du traitement V, rend l’interprétation des 
données complexe sur le plan autophagique mais confirme l’importance de la présence des 
antigènes vaccinaux sur la réponse cellulaire, différente de celle observée après exposition des 
cellules à l’adjuvant seul.  
 
Vaccin + CQ : Les traitements auxiliaires, modulateurs de l’autophagie, utilisés lors de 
l’étude apportent des pistes de réflexion intéressantes sur l’interprétation des résultats. En 
effet, l’accumulation de LC3-I et LC3-II en présence de V + CQ par rapport au traitement V 
seul, semble indiquer que le traitement V impacte la présence des protéines LC3. 
L’accumulation de LC3-II en présence de V + CQ par rapport au traitement V pourrait être 
vue comme une augmentation de la production de cette protéine mais à un niveau plus faible 
ou retardé par rapport à celui observé avec le traitement AH car non détectable sans CQ. Afin 
de détecter une éventuelle réponse retardée, une étude cinétique de plus longue durée serait 
nécessaire. 
 
Cependant, comme pour le traitement AH, le niveau de protéine SQSTM1/p62 a été réduit en 
présence de V + CQ par rapport au traitement CQ seul, semblant indiquer une production de 
SQSTM1/p62 plus faible qu’au niveau basal, non cohérente avec une activation de 
l’autophagie qui devrait se manifester sous la forme d’une augmentation de la présence de 
cette protéine due à une accumulation des autophagosomes dans les cellules. Il semble donc 
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que le traitement V fasse intervenir une production de LC3-II sans implication de 
SQSTM1/p62. 
 
Vaccin + Rapa : L’utilisation de Rapa en complément du traitement V apporte des 
conclusions similaires à celles obtenues avec le traitement AH. En effet, deux réponses 
complémentaires sont visibles au niveau des quantifications protéiques. D’une part, la baisse 
des protéines LC3-I et SQSTM1/p62 en présence du traitement V + Rapa par rapport au 
traitement V semble indiquer que l’autophagie est plus importante en présence de V + Rapa 
qu’en présence du traitement V. La diminution de LC3-I pourrait alors être le signe d’une 
forte activation du processus allant jusqu’à la dégradation des autophagolysosomes se 
manifestant par la baisse de SQSTM1/p62.  
 
D’autre part, l’augmentation de LC3-II et la baisse de SQSTM1/p62, observées en présence 
du traitement V + Rapa par rapport au traitement Rapa seul, pourraient indiquer une 
activation de l’autophagie plus importante en présence de V + Rapa qu’en présence de Rapa 
seule. En effet, la baisse de SQSTM1/p62 pourrait être expliquée par la dégradation des 
autophagolysosomes, impliquant donc que l’augmentation de la quantité de LC3-II 
proviendrait d’une augmentation de sa production.  
 
Enfin, la présence de V au contact des cellules réduit de façon très importante le niveau de 
Rubicon détectable. Le rôle clé de cette protéine ayant été développé dans le chapitre 
précédent, il semble raisonnable d’envisager une activation du mécanisme de LAP par le 
traitement V appliqué aux PBMC contrôles, quoique possiblement de façon retardé par 
rapport à l’action observée avec l’AH. 
 

En résumé, les PBMC contrôles soumises à la présence du vaccin Engerix B® durant 4 h 
présentent l’activation d’un mécanisme sensiblement de même nature que celui induit par la 
présence de l’adjuvant seul, bien que possiblement retardé ou de plus faible intensité. La 
présence d’une inflammation en cours de régulation n’est pas à exclure bien que les seules 
données autophagiques ne soit pas suffisantes pour cette interprétation. 

 
 

III.2.3. Réponse autophagique des PBMC MFM aux particules aluminiques 
 

III.2.3.1. Effets de l’AH sur les PBMC MFM 
 
AH : Mises en culture durant 4 h avec le traitement AH, les PBMC des patientes MFM ont 
présenté une accumulation de LC3-II et une baisse de SQSTM1/p62 comparativement au 
traitement témoin. Ces modulations protéiques renseignent sur l’implication d’un mécanisme 
cellulaire qui pourrait être assimilé à l’autophagie. En effet, l’accumulation de LC3-II couplée 
à la réduction de SQSTM1/p62 pourrait être interprétée comme une augmentation de la 
synthèse de nouveaux autophagosomes car la baisse de SQSTM1/p62, signe de destruction 
d’autophagolysosomes, atteste de l’absence de blocage du flux à l’étape de dégradation, qui 
aurait également expliqué l’augmentation de LC3-II.  
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AH + CQ : La baisse du niveau de SQSTM1/p62 en présence du traitement AH + CQ par 
rapport au traitement CQ seul n’est pas cohérente avec l’activation du mécanisme 
autophagique. En effet, une activation de l’autophagie transforme LC3-I en LC3-II au niveau 
des autophagosomes qui renferment SQSTM2/p62 et s’accumulent dans les cellules sous 
l’action de la CQ, se traduisant théoriquement par une augmentation simultanée de LC3-II et 
SQSTM2/p62. Dans notre étude, l’accumulation attendue de LC3-II n’est pas observée et la 
baisse de SQSTM1/p62 semble indiquer que le mécanisme induit par la présence d’AH au 
contact des PBMC MFM n’est pas de nature autophagique. Il est également possible que 
l’activation du mécanisme autophagique soit telle en présence d’AH que celle-ci lèverait le 
blocage imposé par la CQ. Cette hypothèse n’est cependant vérifiable qu’avec des 
expérimentations complémentaires sur des durées d’exposition différentes et/ou avec des 
doses d’AH différentes. 
 
AH + Rapa : L’utilisation de Rapa n’apporte que peu d’informations complémentaires si ce 
n’est la possible action combinée des deux traitements. D’une part le traitement AH + Rapa 
présente des signes d’activation de l’autophagie sous la forme d’une baisse de présence de 
LC3-I et de SQSTM1/p62 par rapport au traitement AH seul. Dans ce cas, les données 
suggèrent une activation du processus autophagique plus importante en présence d’AH + 
Rapa par rapport au traitement AH. D’autre part, une baisse de SQSTM2/p62 est visible avec 
le traitement AH + Rapa par rapport au traitement Rapa seul. Dans ce cas la dégradation 
autophagolysosomale serait plus importante en présence d’AH + Rapa comparativement au 
traitement Rapa seul. Dans les deux cas, l’action combinée d’AH + Rapa produit une baisse 
du niveau de SQSTM1/p62 supérieure aux effets individuels de chacun des traitements.  
 
Enfin, la forte baisse du niveau de Rubicon en présence d’AH et son rôle de régulateur entre 
les mécanismes de LAP et d’autophagie laisse présager d’une activation du mécanisme de 
LAP par le traitement AH au contact des PBMC MFM. 
 

En résumé, la réponse des PBMC isolées d’individus MFM après 4 h de mise en contact 
avec un adjuvant contenant des particules d’Al se présente sous la forme d’une activation 
d’un mécanisme LC3 dépendant dont plusieurs aspects peuvent faire penser qu’il s’agit 
d’une phagocytose associé à LC3 comme pour les individus contrôles.  
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III.2.3.2. Effets du vaccin sur les PBMC MFM 
 
Vaccin : Les PBMC des patientes MFM, mises en contact avec un vaccin complet durant 4 h 
ont présenté une baisse de LC3-I et une augmentation de LC3-II par rapport au traitement 
contrôle. L’absence de modulation de la protéine SQSTM1/p62, observée en présence d’AH, 
laisse supposer que, comme pour les contrôles, la réponse au traitement V par les PBMC 
MFM pourrait être réduite ou retardée. De la même manière, une étude cinétique serait 
nécessaire afin de tester cette hypothèse. Les modulations de LC3-II induites par le traitement 
V pourraient être interprétées comme une augmentation de la formation d’autophagosomes 
dans les cellules faisant penser à l’activation du processus autophagique. 
 
Vaccin + CQ : Comme pour les autres conditions, les traitements CQ et Rapa nuancent 
l’interprétation des résultats. En effet, la production de LC3-II en présence du traitement V est 
confirmée par l’accumulation de LC3-II en présence de V + CQ par rapport au traitement V 
seul. Aucune différence de concentration de LC3-II n’aurait été observée entre les traitements 
V et V + CQ si l’augmentation de LC3-II visible avec le traitement V seul avait été due à une 
inhibition de la formation des autophagolysosomes par le traitement V. De plus, la baisse du 
niveau de SQSTM1/p62 avec le traitement V + CQ comparativement au traitement CQ 
indique qu’en présence de V, le niveau de SQSTM1/p62 cytoplasmique est plus faible qu’au 
niveau basal. Cette baisse ne pouvant être assurée par le mécanisme autophagique en présence 
de CQ, cela suppose donc également qu’un autre mécanisme que l’autophagie canonique est 
impliqué en présence du traitement V. 
 
Vaccin + Rapa : L’utilisation de Rapa conduit à la même interprétation des résultats qu’avec 
les autres conditions. D’une part, le taux de SQSTM1/p62 est réduit en présence de V + Rapa 
par rapport au traitement Rapa seul. Cela signifie que le traitement Rapa produit une 
dégradation des autophagolysosomes plus importante que le traitement V et augmente donc 
l’induction du mécanisme autophagique. D’autre part, le taux de SQSTM1/p62 est réduit et 
celui de LC3-II est augmenté en présence de V + Rapa par rapport au traitement Rapa seul. 
Les deux traitements V et Rapa agiraient donc en concordance vers la consommation de 
SQSTM1/p62 mais en présentant une distinction de réponse sur la production de LC3-II, plus 
importante en présence de V + Rapa par rapport au traitement Rapa seul. Il n’est donc pas 
impossible étant donné cette distinction de réponse, que la production de LC3-II induite par la 
présence de V ne soit pas totalement d’origine autophagique. 
 
Enfin, la réduction de présence de la protéine Rubicon, dont le rôle de bascule entre 
autophagie canonique et LAP a été développé dans la partie traitant du groupe contrôle, nous 
amène à penser que ce mécanisme est la principale réponse produite par le traitement V, en 4 
h, sur les PBMC MFM. 
 

En résumé, un mécanisme LC3 dépendant, que nous supposons être une phagocytose 
associé à LC3, semble également être cohérent avec la réponse des PBMC MFM à la 
présence du vaccin, après 4 h de mise en contact. 
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III.3. Réponse inflammatoire et particules aluminiques 
 
Les PBMC contrôles et MFM exposées à des particules d’Al sous forme d’AH ou d’un vaccin 
complet (Engerix B®) durant 4 h ont présenté des modulations dans l’excrétion de plusieurs 
cytokines. Certaines des modulations observées doivent être interprétées avec précaution au 
regard du faible effectif utilisé pour effectuer les tests statistiques. Cependant, le type de 
cytokines observé en réponse aux traitementssemble indiquer que l’action globale des 
particules d’Al à 4 h est majoritairement pro-inflammatoire, comme cela était attendu, 
s’agissant d’un adjuvant vaccinal. 
 
Chez les contrôles, la réponse des PBMC à la présence d’AH est caractérisée par 
l’augmentation de production de TNF-α par rapport au traitement témoin. Le traitement V 
induit, quant à lui, la production d’une quantité de TNF-α supérieure au traitement témoin 
mais également supérieure à celle induite par le traitement AH. La réponse des PBMC 
contrôles au traitement V se distingue également par l’augmentation de production de CCL2 
comparativement au traitement AH. La production de CCL2 étant significativement différente 
entre les traitements AH et V, celle-ci semble donc être imputable à la présence des antigènes 
associés à l’adjuvant. CCL2 étant une chimiokine responsable du recrutement de monocytes 
en cas de présence de composés exogènes (Rollins, 1996), sa présence suite à la mise en 
contact entre PBMC et vaccin semble cohérente avec les connaissances actuelles. 
 
Les PBMC MFM présentent quant à eux une réponse inflammatoire comprenant une 
production de TNF-α accrue par le traitement AH par comparaison avec le traitement 
témoin. Pour ces cellules également, la présence du traitement V amplifie encore la 
production de TNF-α comparativement au traitement AH. De plus, le traitement V induit une 
production d’IL-18 significativement supérieure à celle obtenue en présence d’AH. Il 
semblerait donc que cette réponse en IL-18 soit imputable à la présence des antigènes 
vaccinaux plutôt qu’aux particules aluminiques elles-mêmes.  
 
Notons que les observations faites avec les PBMC mises en présence d’AH ou de vaccin sur 
une courte durée semblent indiquer que TNF-α est la première cytokine dont le taux est 
impacté par la présence de particules d’Al dans la population cellulaire étudiée. Comme 
précédemment rapporté 24 à 48 h après mise en contact avec un adjuvant seul ou un vaccin 
entier, la présence d’antigènes en supplément des particules adjuvantes module la réponse 
inflammatoire des PBMC (Kooijman et al., 2018). Sur l’échelle de temps utilisée dans notre 
étude, les antigènes présents dans le vaccin Engerix B® semblent avoir amplifié la réponse 
inflammatoire produite par l’adjuvant seul. Cette conclusion repose sur l’hypothèse que la 
quantité d’adjuvant soit similaire dans les deux conditions. Sur ce point, notre protocole 
expérimental se base uniquement sur les données du fabriquant du vaccin et il demeure donc 
possible que la quantité d’adjuvant dans les vaccins utilisés ne soit pas identique à la théorie 
et donc à la quantité d’Al du traitement AH. En effet, un récent article démontre que la 
quantité d’Al réellement présente dans les vaccins pédiatriques n’est pas toujours conforme 
aux données du fabriquant et présente bien souvent une large gamme de distribution 
(Shardlow et al., 2021), ce qui pourrait ici perturber l’interprétation de nos résultats. 
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Par ailleurs, la production de TNF-α en présence de particules d’Al a également été rapportée 
in vivo. En effet, l’exposition de souris au sulfate d’Al sur le long voire le très long terme a 
également été décrit comme étant inducteur de la production de cette cytokine (Pogue et al., 
2017a). Des investigations complémentaires seront nécessaires pour mettre en avant le 
mécanisme moléculaire impliqué dans cette réponse. Néanmoins, les observations effectuées 
lors de notre étude pourraient compléter les connaissances actuelles sur l’activation de 
l’inflammasome NLRP3 par les particules d’Al. En effet, il a déjà été proposé que les 
cristaux d’Al induisent l’activation de l’inflammasome par leur action déstabilisatrice sur les 
lysosomes après phagocytose (Hornung et al., 2008). Cependant, nos données démontrent que 
l’exposition de PBMC à des particules d’Al induit une production rapide de TNF-α et que 
le mécanisme d’internalisation des particules d’Al pourrait être une LAP. Or, il est clairement 
établi que la production de ROS est une étape clé dans ce mécanisme (Martinez et al., 2015). 
De plus, TNF-α comme ROS sont des régulateurs transcriptionnels de NLRP3 (McGeough 
et al., 2017; Groslambert & Py, 2018). Nos données suggèrent donc que le mécanisme 
d’internalisation des particules d’Al par les PBMC, ainsi que la production de TNF-α induite 
par ces particules, pourrait augmenter l’expression de NLRP3 dans ces cellules.  
 
L’inflammasome NLRP3 est un complexe protéique, composé des protéines NLRP3 et ASC, 
et dont l’action principale est l’activation de la Caspase 1 permettant la maturation et le 
relargage de deux cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et IL-18) (Jo et al., 2016; Schroder et 
al., 2018). Aucune variation du taux d’IL-1β n’a été relevée dans notre étude et une légère 
augmentation du niveau d’IL-18 a été mise en avant avec les PBMC MFM suite au traitement 
V. La production de TNF-α étant plus importante avec le traitement V, il est possible que 
TNF-α ne soit pas présente en quantité suffisante, en 4 h de mise en contact, pour initier 
l’action de l’inflammasome en présence d’AH. L’observation de cette réponse sur une durée 
plus importante serait souhaitable afin de clarifier cette hypothèse.  
 

En résumé, la réponse des PBMC aux particules d’Al est nettement pro-inflammatoire 
avec une production de TNF-α augmentée en présence de l’adjuvant seul et encore accrue en 
présence de vaccin entier. Les réponses des cellules contrôles et MFM, bien que toutes deux 
pro-inflammatoires, diffèrent par la nature des cytokines excrétées : CCL2 pour les cellules 
contrôles et IL-18 pour les cellules MFM. 
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III.4. Spécificités des PBMC MFM 
 
Les chapitres précédents ont été consacrés à la description des mécanismes au sein de chaque 
groupe (contrôle et patientes MFM), sans comparaison des deux groupes entre eux. Dans ce 
chapitre, toutes les différences de réponse entre les deux groupes seront abordées en prenant 
en compte l’ensemble des informations disponibles concernant les réponses autophagiques et 
inflammatoires afin de caractériser les spécificités des PBMC MFM par rapport aux PBMC 
contrôles. 
 
Age : Bien que statistiquement non différents à celui des donneuses contrôles, l’âge des 
patientes MFM pourrait sembler supérieur. Il semblait donc important de prendre en compte 
cette variable lors de l’analyse des données. En effet, il est aujourd’hui admis que les 
capacités autophagiques décroissent avec l’âge, en lien notamment avec l’augmentation du 
niveau de Rubicon chez une grande variété d’animaux (Nakamura et al., 2019). Les analyses 
menées attestent de l’absence de corrélation entre l’âge des donneuses et le niveau des 
protéines de l’autophagie mesurées, sur l’ensemble des individus comme au sein de chaque 
groupe. Les variations protéiques observées, relatives à la mesure du flux autophagique, sont 
donc bien le fait des traitements appliqués. 
 
Rubicon : De même, l’observation d’un niveau de Rubicon plus important sous traitement 
témoin peut également être considérée comme étant spécifique de la condition MFM car il ne 
présente pas de corrélation avec l’âge des donneuses. Cependant, l’expérimentation menée ne 
permet pas de préciser si cette forte présence de Rubicon est la cause de la biopersistance des 
particules d’Al au sein des cellules immunitaires des patientes MFM ou si elle résulte de la 
présence prolongée de ces particules depuis la vaccination, chez ces patients. Dans 
l’hypothèse où Rubicon serait naturellement présent en quantité supérieure chez une partie de 
la population, cette protéine pourrait alors être utilisée comme biomarqueur pour identifier 
les personnes susceptibles de développer une intolérance aux particules aluminiques d’origine 
vaccinale. En revanche, si la présence de cette protéine est la conséquence de la présence 
prolongée des particules aluminiques au sein des cellules immunitaires de l’organisme après 
vaccination, alors cette spécificité pourrait être utilisée comme preuve de concept dans la 
mise en place d’un modèle cellulaire pour l’étude de l’étiologie de la MFM. En effet, il est 
possible que la surexpression de Rubicon, conduisant ensuite vers le phénotype observé, 
puisse être causée par des altérations dans différents mécanismes de régulation de 
l’homéostasie : régulation du stress oxydant. Il serait alors possible de tester in vitro 
différentes altérations dans ces mécanismes dans le but d’induire la surexpression de Rubicon 
observée chez les patientes MFM. 
 
Autophagie : De plus, les données obtenues lors de la mesure du flux autophagique 
démontrent une présence supérieure de la protéine LC3-II en présence du traitement Rapa 
chez les individus MFM par rapport aux individus contrôles. Il est possible que cette 
observation soit le reflet de l’existence d’un mécanisme de LAP supérieur chez les individus 
MFM et mis en avant par l’action de la Rapa, favorisant la destruction de LC3-II via le 
mécanisme autophagique. Le taux de LC3-II serait alors globalement en baisse chez les 
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individus contrôles alors que le niveau de LC3-II des individus MFM, produit par la LAP, ne 
serait pas impacté par le traitement Rapa. Cette hypothèse reste néanmoins sujette à 
discussion car l’action du traitement Rapa sur le taux de LC3-II n’est pas statistiquement 
significatif, les niveaux de LC3-II observés n’étant pas différents entre la condition Rapa et la 
condition témoin dans les deux groupes. 
 
Par ailleurs, l’effet du traitement AH appliqué aux PBMC présente une apparente 
homogénéité entre les deux groupes lorsque l’AH est utilisé seul. Cependant, l’utilisation des 
modulateurs de l’autophagie fait ressortir des différences de réponse entre individus contrôles 
et MFM sous la forme d’une absence de modulation de LC3-II chez les patientes MFM. Ce 
défaut de modulation de LC3-II pourrait résulter de l’action directe de l’AH limitant l’action 
de la CQ par une activation trop importante de l’autophagie. Il est également possible que, 
comme le suggèrent les données, les individus MFM présentent une activité de LAP 
renforcée par la présence de Rubicon qui, en présence d’AH, produirait une inhibition du 
mécanisme autophagique en amont de l’action de la CQ empêchant ainsi la visualisation de 
l’effet attendu de ce modulateur sur le taux de LC3-II. 
 
Enfin, une modulation du niveau de LC3 est également visible avec le traitement V, le niveau 
de LC3-I étant réduit et celui de LC3-II étant augmenté par rapport au traitement témoin chez 
les individus MFM. Chez les contrôles, la modulation de ces protéines n’est visible qu’après 
utilisation de traitements auxiliaires, modulateurs de l’autophagie. Il est donc possible que la 
réponse au vaccin soit plus précoce chez les individus MFM en relation éventuelle avec la 
surexpression de Rubicon. Toutes ces hypothèses reposent uniquement sur l’observation 
d’une seule évaluation de la réponse autophagique à 4 h après mise en contact entre les 
PBMC et les traitements. Une analyse cinétique sur des durées de traitement plus longues 
permettrait de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la réponse des PBMC aux 
particules aluminiques. Des durées plus importantes de mise en contact entre les cellules et les 
différents traitements pourraient également être envisagées afin d’observer les régulations 
post-transcriptionnelles induites par les différents traitements sur les protéines autophagiques. 
 

En résumé, la principale caractéristique des PBMC MFM est la présence d’un fort taux 
initial de Rubicon non corrélé à l’âge des patientes sans qu’il ne soit possible de préciser si 
ce taux est la cause de la condition pathologique ou s’il en est une conséquence. Cependant, 
la présence supérieure de Rubicon chez les patients pourrait moduler la réponse des PBMC 
MFM en contact avec les particules d’AH en permettant une activation rapide de la LAP et 
une inhibition de l’autophagie canonique. 

 
Inflammation & CCL2 : Sur le plan inflammatoire, un niveau supérieur en CCL2 a été 
observé chez le groupe contrôle suite au traitement V par comparaison avec le traitement AH 
seul. Une analyse cinétique sur des temps plus longs serait souhaitable pour confirmer cette 
hypothèse, mais il est possible que la production de cette cytokine ne soit que transitoire chez 
le groupe contrôle. En effet, dans une précédente étude comparant les cytokines circulantes 
entre patientes MFM et contrôles, un niveau de CCL2 supérieur chez les patients MFM a été 
observé (Cadusseau et al., 2014). Les données obtenues sur culture de cellules isolées de sang 
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total pourraient donc indiquer que la présence de CCL2 observée chez ces patients ne provient 
pas de l’activité des PBMC sanguins, sans quoi cette cytokine aurait dû être présente en plus 
grande quantité chez le groupe MFM sous traitement témoin. La présence de CCL2 circulante 
chez les patients MFM pourrait donc provenir des macrophages, chargés de particules d’Al, 
piégés au niveau musculaire ou dans le système lymphatique. Il semble également que la 
production de cette cytokine soit transitoire chez les individus contrôles puisque non observée 
sur le long terme lors des dosages sanguins, alors qu’elle serait retardée mais persistante chez 
les individus MFM peut-être en réponse à la persistence des particules aluminiques. Ces 
hypothèses expliqueraient alors que CCL2 soit retrouvée, sur le long terme, au niveau sanguin 
chez les patients MFM mais pas chez les individus contrôles. 
 
Inflammation & IL-8 : De plus, les dosages de cytokines ont également mis en avant un 
niveau d’IL-8 plus important dans le groupe MFM par rapport au groupe contrôle avec le 
traitement AH. La quantité de cette cytokine n’ayant pas été impactée par les traitements 
utilisés, il semble difficile de conclure sur son implication dans la réponse des PBMC aux 
particules aluminiques. Cependant il est intéressant de constater qu’une étude récente a 
identifié IL-8 comme étant régulateur négatif de l’autophagie dans une lignée de 
fibroblastes cancéreux ovariens (Thongchot et al., 2021). Des investigations complémentaires 
seront nécessaires mais la production de cette cytokine en réponse à la présence d’AH 
pourrait exacerber un défaut de machinerie autophagique induit par l’action conjointe des 
particules aluminiques et de la protéine Rubicon, chez les patients MFM. 
 
Inflammation & CXCL1 : De même, la chimiokine CXCL1, dosée dans les deux groupes, a 
été significativement et systématiquement retrouvée à un niveau plus important chez les 
individus MFM par rapport aux contrôles. Le niveau de cette chimiokine attractive de 
neutrophiles est connu pour être corrélé avec la sévérité de l’EM/SFC (Montoya et al., 
2017). Dans la mesure où nos patientes ont été recrutées sur des critères de sévérité de la 
maladie, il n’est pas impossible que ces individus, ayant de nombreuses similitudes avec 
l’EM/SFC, présentent cette même corrélation. De plus, le niveau de CXCL1 chez les patientes 
MFM pourrait également être interprété comme un signe de déficience autophagique. En 
effet, une surproduction de CXCL1 a été observée en réponse à un agent infectieux chez un 
modèle murin présentant une déficience en autophagie dans la lignée myéloïde (Castillo et 
al., 2012). De manière surprenante, une corrélation négative entre CXCL1 et l’âge des 
patientes a été identifiée sur nos données. La réponse autophagique, habituellement décrite 
comme déclinante avec l’âge (Nakamura et al., 2019), ne peut donc pas expliquer cette 
corrélation, suggérant l’existence d’un mécanisme de régulation complémentaire restant à 
identifier. La présence accrue de CXCL1 chez les patientes MFM semble cependant à mettre 
en lien avec leur condition pathologique et pourrait être considérée comme un bio indicateur à 
prendre en compte pour la caractérisation de la MFM. 
 
Inflammation, TNF-α et IRGM : Par ailleurs, la différence majeure, dans ces données 
permettant d’étudier la réponse inflammatoire, observée entre groupe contrôle et groupe 
MFM au cours de cette étude, concerne la production de TNF-α. En effet, le niveau de 
TNF-α, augmenté en présence d’AH par rapport au traitement témoin l’est encore davantage 
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en présence de V par rapport au traitement AH, chez les individus du groupe contrôles comme 
ceux du groupe MFM. La production de TNF-α est cependant constamment significativement 
plus faible chez les individus MFM par rapport aux contrôles en présence de particules 
aluminiques (AH ou V). 
 
Si, comme nous le supposons, la présence de TNF-α est inductrice de l’inflammasome 
NLRP3 (McGeough et al., 2017), nous pourrions attendre une présence accrue de 
l’inflammasome NLRP3 ainsi que d’IL-1β et d’IL-18 chez le groupe contrôle. En effet, 
comme expliqué dans le chapitre précédent, IL-1β et IL-18 sont les deux cytokines produites 
lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Jo et al., 2016; Schroder et al., 2018). 
Cependant, une diminution de présence de la protéine IRGM a été observée en présence du 
traitement V chez les contrôles alors que cette modulation n’a pas été retrouvée chez les 
individus MFM. Considérant l’implication de TNF-α dans la régulation positive de 
l’inflammasome NLRP3 (McGeough et al., 2017) et IRGM ayant un rôle régulateur sur 
l’assemblage de l’inflammasome (Mehto et al., 2019), il semble donc cohérent d’observer 
l’implication d’IRGM dans la situation où la présence de TNF-α est la plus forte. 
 
Cependant, chez les patientes MFM, la plus faible présence de TNF-α pourrait induire des 
niveaux de NLRP3 et ASC insuffisants pour amorcer l’assemblage de l’inflammasome et 
ainsi déclencher la réponse d’IRGM sur la durée de traitement utilisée. Cela expliquerait que 
la régulation de l’inflammasome par IRGM ne soit pas encore visible chez les individus MFM 
et que la production d’IL-18 soit supérieure aux contrôles chez qui l’inflammasome semble 
régulé par IRGM. Il est également possible que le niveau de TNF-α produit soit similaire 
entre les groupes contrôle et MFM mais que le mécanisme de LAP, plus important chez le 
groupe MFM, régule négativement le niveau de TNF-α extracellulaire par internalisation de la 
cytokine dans des LAPosomes. Une étude transcriptomique des protéines de l’inflammasome 
(NLRP3 et ASC) ainsi que de TNF-α serait nécessaire afin de comprendre plus avant les 
mécanismes de régulation de la production de TNF-α et de l’inflammasome. De même, 
l’observation de ce mécanisme sur une période prolongée permettrait de vérifier l’absence de 
perturbation au niveau de la protéine IRGM chez les individus MFM chez qui la régulation de 
l’inflammasome par cette protéine pourrait être plus tardive. 
 
Epuisement cellulaire : Qu’il soit constitutif ou régulé, le niveau réduit de TNF-α chez les 
patientes MFM n’est pas sans rappeler l’état d’épuisement cellulaire observé chez les 
patients EM/SFC suite à la présence d’un stress chronique (Morris et al., 2019). Il convient, 
en effet, de rappeler que les patientes sélectionnées pour notre étude sont des patientes 
présentant un stress immunitaire chronique et que, parmi les patients MFM, plus de 70 % 
présentent des symptômes correspondant à l’EM/SFC (Aoun Sebaiti et al., 2018; Gherardi, 
Crépeaux & Authier, 2019). Il est donc envisageable que les patients MFM aient présenté une 
phase initiale sur-inflammatoire après l’exposition aux particules d’Al et avant la survenue de 
leurs premiers symptômes, puis, la persistance des particules aluminiques jouant un rôle 
immunostimulant permanent, la situation évolue vers un burn-out des cellules immunitaires. 
Ces dernières ne pouvant jamais retrouver un environnement sain, dépourvu de stimulus 
challengeant la réponse immunitaire, seraient alors tombées dans un état de résilience de type 
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Dauer afin de faire face au stimulus chronique pseudo-infectieux (Naviaux et al., 2016; 
Naviaux, 2020).  
 

En résumé, la réponse inflammatoire des PBMC MFM se caratérise par une production de 
TNF-α faible, bien que suivant la même évolution que celles des PBMC contrôles. En 
présence de particules d’AH, la production de TNF-α s’accompagne chez les patientes, d’une 
production d’IL-8 qui pourrait avoir un rôle de régulateur négatif de l’autophagie 
amplifiant les actions potentielles de Rubicon et des particules d’AH. Cette perturbation 
induite de l’autophagie pourrait alors expliquer la production d’IL-18 en présence du 
traitement V par manque de régulation de l’inflammasome ainsi que la présence de 
CXCL1 en quantité plus importante chez les patientes par rapport aux contrôles. CXCL1 
étant une chimiokine dont le taux est corrélé avec la sévérité de l’EM/SFC ainsi qu’à l’âge 
des patientes étudiées, celle-ci pourrait se révéler être un bioindicateur intéressant à prendre 
en compte dans les études futures. 

 
III.5. Hypothèse de prise en charge des particules d’AH par les PBMC 

 
Dans cette section, les données relatives à ce travail de thèse ainsi que des informations issues 
de la littérature seront compilées dans le but de proposer un mécanisme de prise en charge des 
particules d’AH par les PBMC et les réactions cellulaires découlant de cette prise en charge. 
La schématisation de cette hypothétique prise en charge est résumée en Figure 55 p. 282. 
 

III.5.1. Une internalisation par phagocytose associée à LC3 
 
L’observation de l’internalisation des particules d’AH, réalisée dans ce travail de thèse, ainsi 
que les observations antérieures de particules d’AH au sein des macrophages formant le 
granulome musculaire caractéristique de la MFM, nous renseignent sur les capacités de 
phagocytose des cellules immunitaires des patients atteints de MFM. Dans différentes études, 
les particules, observées au niveau des biopsies musculaires de patients MFM, sont au moins 
partiellement entourées d’une membrane possiblement issue d’une vacuole de phagocytose ou 
du lysosome (Shivane et al., 2012; Kim et al., 2020), dès lors, l’implication du mécanisme 
autophagique semble plausible dans la prise en charge de ces particules. 
 
Cependant, la présence accrue de Rubicon chez les patients MFM, l’évaluation du processus 
autophagique réalisée dans ce travail, ainsi que des observations faites par une équipe de 
recherche partenaire (données non publiées à ce jour) semblent indiquer que l’autophagie 
n’est pas le seul mécanisme mis en jeu dans la réponse des cellules aux particules d’AH. Nos 
collaborateurs ont en effet mis en avant l’implication d’un mécanisme LC3-dépendant suite à 
la mise en contact de cellules THP1 avec des particules d’AH. Ce mécanisme activant le 
complexe ATG5-ATG12 et augmentant la production d’ARNm de Rubicon et NOX2 sans 
que la protéine SQSTM1/p62 ne soit dégradée semble correspondre aux observations faites 
sur les PBMC isolées, utilisées dans notre étude. Le contrôle de l’implication du complexe 
ATG5-ATG12 sur nos cellules, ainsi que l’augmentation de présence de NOX2 pourrait être 
envisagé afin de confirmer cette hypothèse.   
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Le mécanisme de LAP semble donc être la voie d’entrée des particules d’Al dans les cellules 
de l’immunité. La reconnaissance des particules d’AH par les TLR et NLR (Jo et al., 2016; 
Schroder et al., 2018; Mehto et al., 2019) pourrait être le signal déclenchant l’initiation de la 
phagocytose, tel que décrit pour d’autres composés impliqués dans l’activation de la LAP 
(Martinez et al., 2015) (A, Figure 55). La reconnaissance des signaux de danger par des 
récepteurs membranaires pourrait expliquer la différence de réponse observée entre AH seul 
et vaccin dans la mesure où les récepteurs impliqués sont probablement différents. 
L’internalisation des particules d’AH par la LAP engagerait alors l’ensemble des processus 
précédemment décrits, comprenant l’implication de Rubicon dans la production de 
LAPosomes, le recrutement de NOX2 et de LC3-II sur la membrane des LAPosomes, la 
production de ROS et la fusion terminale de cette vésicule de phagocytose avec un lysosome 
(B, Figure 55). La forte suspicion de l’implication d’un processus de LAP apporte des 
connaissances nouvelles sur le mode de prise en charge des particules d’AH par des PBMC 
isolées en condition non pathologique, sujet encore méconnu. 
 
 

III.5.2. Activation de l’inflammasome 
 
S’il est admis que l’Al particulaire est un inducteur de l’inflammasome par son rôle 
perturbateur des membranes lipidiques (Hornung et al., 2008), cette voie d’activation pourrait 
se révéler plus complexe. Nos données démontrent en effet la forte production de TNF-α en 
présence de particules d’AH et plus encore en présence de vaccin, composé d’AH et 
d’antigènes. Or TNF-α, tout comme les ROS produits par la LAP, sont des régulateurs 
transcriptionnels des composants de l’inflammasome, les protéines ASC et NLRP3 
(McGeough et al., 2017; Groslambert & Py, 2018). TNF-α, tout comme les ROS, pourraient 
donc être impliquée dans une première étape, dite de priming de l’inflammasome (C, Figure 
55) avant que les particules d’AH n’activent, directement ou indirectement, l’inflammasome 
(D, Figure 55). 
 
En effet, le mode d’activation précis de l’inflammasome reste, à élucider. Il est possible que 
l’AH soit libéré dans le cytoplasme des cellules plutôt que d’être réellement dégradé au 
niveau du lysosome et excrété dans le milieu extracellulaire du fait de son action perturbatrice 
des membranes lipidiques (Hornung et al., 2008). Cette libération intracytoplasmique pourrait 
alors entrainer une activation de l’inflammasome, directe par les particules d’AH ou 
indirecte via la Cathepsine B relarguée (Jo et al., 2016). Il est également possible que 
l’activation de l’inflammasome repose sur une reconnaissance des particules d’AH 
extracellulaires par les récepteurs membranaires précédemment évoqués (D, Figure 55). 
 
 

III.5.3. Rôle de l’autophagie 
 
Bien que l’autophagie ne semble pas être fortement activée par la présence des particules 
aluminiques, au moins dans les quatre premières heures de mise en contact entre les particules 
d’AH et les cellules, ce mécanisme parait tout de même avoir un rôle important à jouer à 
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long terme. En effet, une mobilisation d’IRGM a été observée dans la réponse des PBMC 
contrôles après mise en contact avec une solution vaccinale. IRGM ayant une fonction clé 
d’adressage des protéines ASC et NLRP3 vers les autophagosomes en jouant un rôle de 
médiateur avec SQSTM1/p62 (Mehto et al., 2019), son implication laisse penser qu’une 
régulation des composants de l’inflammasome par l’autophagie pourrait être en cours, 4 h 
après mise en contact des cellules avec les particules d’AH d’origine vaccinale, au moins chez 
le groupe contrôle (E, Figure 55).  
 
De plus, l’autophagie pourrait également jouer un rôle en tentant de séquestrer les 
éventuelles particules d’AH dont nous venons de dire qu’elles pourraient s’échapper du 
lysosome avant leur dégradation. Dans ce cas, l’autophagie serait directement impliquée dans 
la prise en charge des particules d’AH internalisées, mais de façon retardée (F, Figure 55). 
 
De même, La protéine IRGM qui semble impliquée dans la réponse observée, est également 
connu pour son rôle dans la mitophagie (Kaufman & Mora, 2021) (G, Figure 55). Or ce 
mécanisme de régulation du pool mitochondrial semble primordial dans la mesure où les 
particules d’AH tout comme les ROS, produits par la LAP, et la présence de composés pro-
inflammatoires sont de possibles perturbateurs mitochondriaux (Tomas & Newton, 2018; 
Nie et al., 2019; Tur et al., 2020) (H, Figure 55). L’autophagie pourrait donc être impliquée 
dans le recyclage de mitochondries défectueuses suite à l’exposition des cellules aux 
particules d’AH. 
 
L’ensemble des processus exposés dans la section III.5. tend à démontrer la grande 
complexité des mécanismes mis en jeux dans la réponse immunitaire des PBMC aux 
particules d’AH d’origine vaccinale. Beaucoup de questionnements restent en suspens et des 
études plus poussées reposant sur une approche pluridisciplinaire devront être menées pour 
faire le point sur les voies impliquées dans cette réponse, y compris en situation non 
pathologique. La Figure 55 schématise les différents aspects abordés dans cette section sous 
la forme d’une proposition d’un modèle de prise en charge des particules d’AH par les 
PBMC. 
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Figure 55 : Proposition d’un modèle de
 
 
Représentation hypothétique construite depuis les données obtenues expérimentalement et les informations de la 
littérature scientifique. A : internalisation des particules d’AH après reconnaissance par d
surface ; B : implication de la phagocytose associée à LC3
par TNF-α et les ROS produits par la L
complémentaires ; E : régulation de l’inflammasome par IRGM via le pro
autophagique dans la sequestration des particules d’AH cytoplasmiques
mitophagique par IRGM ; H : perturbation
AH : Oxy-hydroxyde d’aluminium (adjuvant)
containing a C-terminal caspase recruitment domain
protein 3 ; TNF-α: tumor necrosis factor
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Proposition d’un modèle de prise en charge des particules d’A

Représentation hypothétique construite depuis les données obtenues expérimentalement et les informations de la 
: internalisation des particules d’AH après reconnaissance par d

ocytose associée à LC3 ; C : régulation transcritpionnelle de l’inflammasome 
et les ROS produits par la LAP ; D : activation de l’inflammasome par plusieurs voies possibles et 

régulation de l’inflammasome par IRGM via le processus autophagique
autophagique dans la sequestration des particules d’AH cytoplasmiques ; G : médiation du processus 

rbations mitochondriales induites par les ROS et les particules d’AH
hydroxyde d’aluminium (adjuvant) ; V : vaccin ; ASC : apoptosis-associated speck

terminal caspase recruitment domain ; NLRP3 : NACHT, LRR, and PYD domains
tumor necrosis factor-α ; ROS : reactive oxygen species. 
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Finalement, considérant : 
- le rôle central que l’autophagie semble jouer, à la fois au niveau inflammatoire, 

mitochondrial et comme probable agent de séquestration des particules d’AH pouvant 
être libérées dans le cytoplasme des PBMC ; 

- la possible perturbation autophagique induite par la présence conjointe de Rubicon, 
d’IL-8 et des particules d’AH et pouvant être à l’origine de la production de CXCL1 
par les PBMC des patientes MFM étudiées, 
 

des études effectuées in vivo ont été menées afin de tester : 
- la possibilité de perturber le mécanisme autophagique par l’utilisation d’un 

traitement pharmacologique chez un modèle murin sans induire de phénotype 
préjudiciable aux analyses ; 

- l’impact d’un défaut autophagique sur la translocation des particules d’AH depuis le 
site d’injection jusqu’à des organes distants. 
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IV. Perturbation du flux autophagique par un traitement pharmacologique. 
 
La discussion ci-dessous, faisant suite au chapitre II.1. de la section Données expérimentales, 
fait partie intégrante de l’article publié en 2020 (Masson et al., 2020). 
 
 

IV.1. Effet de l’injection d’hydroxychloroquine sur le poids des animaux – 
cohorte adulte & juvénile 
 
Dans l’évaluation de l’efficacité d’un traitement pharmacologique à perturber l’autophagie à 
long terme sans nuire au développement sensori-moteur ou au comportement des animaux, 
nous avons injecté de façon répétée 30, 50 ou 70 mg HCQ/kg à des souris adultes et 15, 30, 
50 ou 70 mg HCQ/kg à des juvéniles par voie IP. Les différentes doses utilisées n’ont pas 
influencé le poids corporel des animaux en cours d’expérience. 
 
Ces données peuvent être interprétées de façon encourageante en considérant le traitement 
comme non toxique pour les animaux. En effet, à défaut d’apporter des preuves sur 
l’efficience du traitement, l’absence de modulation pondérale semble indiquer que la HCQ, 
dans les conditions décrites, ne nuit pas aux animaux traités comparés aux animaux contrôles. 
La littérature sur le sujet n’est malheureusement pas fournie puisque la majorité des études 
publiées ont été réalisées sur des durées courtes, non compatibles avec le suivi pondéral des 
animaux.  
 
S’il a été suivi dans les études de plus longue durée, le poids des animaux n’a que peu fait 
l’objet de publication nous permettant de comparer les données obtenues relativement à la 
voie d’admission et aux doses utilisées dans cette étude. Néanmoins, les données publiées 
suggèrent que l’injection IP de 50 mg/kg/j de HCQ sur 3 semaines n’influence pas le poids 
des animaux (Liu et al., 2020) alors que l’utilisation, par voie orale, de 33 ou 100 mg/kg/j de 
HCQ sur 4 ou 8 semaines induit une réduction rapide du poids des individus après le début du 
traitement (Wang et al., 2007; Liang et al., 2018). Ces résultats rappellent, de plus, 
l’importance de la voie d’admission d’un composé sur l’effet observé. A dose équivalente, il 
semble que la voie orale soit plus nocive aux animaux que ne l’est la voie IP, cette dernière ne 
produisant pas de baisse significative du poids des animaux même avec une injection 
quotidienne (Liu et al., 2020).  
 
 

IV.2. Accumulation sérique d’hydroxychloroquine - cohorte adulte 
 
Chez les animaux de la cohorte adulte, le dosage de HCQ sérique a été réalisé trois jours (D3), 
puis deux mois (D73) et quatre mois (D136) après le début de l’expérimentation. Les dosages 
réalisés montrent une accumulation sérique dose-dépendante de la HCQ à D3 mais une 
absence de détection du composé pour les prélèvements réalisés à D73 et D136.  
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Cette singularité peut résulter du calendrier d’injection appliqué aux animaux qui place le 
prélèvement de D3 vingt-quatre heures après la dernière injection de HCQ alors que les 
prélèvements de D73 et D136 ont été réalisés une semaine après la dernière injection. Cette 
différence de délais peut avoir permis la dégradation et l’élimination du composé avant son 
dosage. En effet, la HCQ présente une cinétique d’élimination complexe avec un pic de 
concentration plasmatique 4 à 12h après une unique injection (Al-Bari, 2015) suivi d’une 
décroissance exponentielle puis d’une élimination graduelle avec une demi-vie, dépendante de 
la dose initiale, pouvant varier de 74 heures à 50 jours (Ochsendorf, 2010). 
 
De plus, la concentration plasmatique en HCQ est reconnue comme étant inférieure à sa 
concentration dans le sang total en raison de l’affinité des globules rouges pour le composé 
(Brocks et al., 1994; Chhonker et al., 2018). La combinaison de ces deux facteurs pourrait 
expliquer pourquoi nombre de nos échantillons présentaient des concentrations sériques en 
HCQ inférieures au seuil de détection de 25 ng/ml à D73 et D136. 
 
Bien que la HCQ puisse atteindre un niveau d’équilibre plasmatique en 4 à 6 semaines 
d’injections journalières à dose constante (Al-Bari, 2015), nos données suggèrent que les 
concentrations et/ou le calendrier d’injection mis en place n’étaient pas suffisants pour 
atteindre cet état d’équilibre sur le modèle animal utilisé. 
 
 

IV.3. Effet de l’injection d’hydroxychloroquine sur le flux autophagique – 
cohorte adulte & juvénile 
 
La HCQ interfère avec l’acidification lysosomale par déprotonation mais peut surtout 
conduire à un défaut de fusion phagolysosomale par une sévère désorganisation du trafic 
vacuolaire, tout comme son homologue la CQ (Mauthe et al., 2018). Le défaut de fusion entre 
lysosome et phagosome ou le manque d’acidité au niveau du lysosome entrave la dégradation 
des protéines LC3 et SQSTM1/p62 par les hydrolases acides, ce qui conduit à leur 
accumulation dans le cytoplasme des cellules. La perturbation du flux autophagique a donc 
été évaluée par western blot de ces deux protéines selon les recommandations faites dans le 
guide de Klionsky et al. (Klionsky et al., 2016) remis à jour dans sa quatrième version 
(Klionsky et al., 2021), afin d’attester de l’efficacité du traitement mis en place (Mizushima & 
Yoshimori, 2007; Barth, Glick & Macleod, 2010; Jiang & Mizushima, 2015). Bien que 
n’étant pas optimale, une seconde technique basée sur le rapport de LC3-II/LC3-I a été 
employée pour compléter la première analyse (Barth, Glick & Macleod, 2010). Les 
différentes analyses menées n’ont que rarement mis en avant l’accumulation protéique 
attendue dans les organes et tissus cibles, sans confirmation par la seconde méthode et sans 
corrélation avec la dose de traitement administrée. Le Tableau 48 résume les effets observés 
sur le flux autophagique au cours des expérimentations sur la cohorte adulte et juvénile, suite 
à l’injection de différentes doses de HCQ. 
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Tableau 48 : Rappel des principaux effets du traitement HCQ sur le flux autophagique 
 
Organe Cohorte 15 mg/kg 30 mg/kg 50 mg/kg 70 mg/kg 

Muscle tibial 
antérieur 

Adulte n.c. - - - 
Juvénile - - - - 

Ganglions 
lymphatiques 

Adulte n.c. - - *♀ D3 
Juvénile - *♀ PND11; PND73 - - 

Rate 
Adulte n.c. - - - 

Juvénile - - - - 

Foie 
Adulte n.c. *♀ D136 *♀ D136 *♀ D136 

Juvénile - - - - 

Cerveau 
Adulte n.c. - - - 

Juvénile *♂ PND26 - *♂ PND26 - 
 
*♀ : impact du traitement sur le flux autophagique chez les femelles 
*♂ : impact du traitement sur le flux autophagique chez les mâles 
n.c. : non concerné 
D : Day (jour d’expérimentation de la cohorte adulte) 
PND : Post Natal Day (jour d’expérimentation de la cohorte juvénile) 

 
De manière générale, l’exposition des animaux à la HCQ par voie IP, à l’âge adulte comme en 
période postnatale, n’a eu qu’une influence limitée sur le flux autophagique dans les organes 
analysés. En effet, quelques modulations des protéines majeures de l’autophagie ont été 
observées sans que cela ne soit confirmé par la seconde méthode d’analyse, sauf dans le 
cerveau des animaux mâles âgés de 26 jours ayant reçu un traitement postnatal à 15 mg/kg de 
HCQ. Au contraire, plusieurs cas de baisse conjointe des taux de protéines LC3-II et 
SQSTM1/p62 laissent présager d’une possible activation autophagique par le traitement mis 
en place (cf II.1.5. de la section Données expérimentales). 
 
Cette observation est possiblement à mettre en relation avec la souche de souris utilisée. Tout 
d’abord, les souris en règle générale pourraient être moins sensibles que les humains à la 
HCQ, ce qui rendrait inefficace toute étude basée sur la posologie humaine malgré 
l’application de facteurs de correction permettant de prendre en compte la différence de 
métabolisme entre les espèces. Il a toutefois été montré qu’une dose de 60 mg/kg de CQ, soit 
approximativement la dose de HCQ reçue lors de la prise d’un comprimé de Plaquenil® chez 
l’humain, était requise en injection IP pour obtenir une augmentation du niveau de LC3b au 
niveau du foie au bout de quatre heures chez la souris (Haspel et al., 2011). Ensuite, il s’avère 
que nous avons utilisé une souche C57bl/6j comme cela est généralement le cas dans les 
études immunologiques et les recherches sur l’autophagie (Grumati et al., 2010; Mauthe et 
al., 2018). Cependant, cette souche de souris présente une délétion sur le gène de la 
nicotinamide nucleotide transhydrogenase (Nnt), porté par le chromosome 13, générant une 
absence complète de la protéine NNT (Freeman et al., 2006). Cette protéine est une pompe à 
proton de la membrane interne des mitochondries, impliquée dans la régénération de NAPDH 
(Shimomura et al., 2009). De plus, la protéine NNT joue un rôle significatif dans la 
modulation de la réponse immunitaire. Les macrophages des souris C57bl/6j pourraient donc 
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présenter une quantité accrue de ROS et une réponse inflammatoire plus importante aux 
pathogènes (Ripoll et al., 2012) ainsi, probablement, qu’aux particules inorganiques comme 
les excipients présents dans le Plaquenil®, notamment le dioxyde de titane capable, en lien 
avec la forme de ces particules, d’induire une forte inflammation (Hamilton et al., 2009) . Il 
est également probable que ce dioxyde de titane ainsi qu’une surproduction de ROS conduise 
à la rupture du compartiment lysosomal (Arnoult et al., 2005) ce qui libérerait dans le cytosol 
un grand nombre de composés à même d’augmenter le stress et de déclencher l’autophagie 
(Eidi et al., 2012). Finalement, notre incapacité à détecter une inhibition de l’autophagie par 
un traitement à base de HCQ pourrait être le reflet d’une condition inhérente à la souche de 
souris C57bl/6j de surpasser l’action du traitement sur le long terme. 
 
Dans les études publiées, l’action de la HCQ est généralement observée rapidement après 
injection mais il semble que les doses et le calendrier d’injection que nous avons utilisé ne 
soient pas en mesure de perturber l’autophagie sur le long terme. Pour rappel, les doses 
choisies dans notre étude sont conformes à la gamme de doses utilisées en expérimentation 
animale dans la littérature, allant de 10 à 80 mg/kg et elles concordent avec le traitement 
appliqué à l’espèce humaine, bien que le calendrier d’injection ne soit pas le même. En effet, 
dans les études à court terme effectuées chez le rongeur le traitement pharmacologique est 
généralement injecté de manière quotidienne (Ndolo, Forrest & Krise, 2010; Grumati et al., 
2010; Vodicka et al., 2014; Zheng et al., 2017; Feng et al., 2017; Wolfram et al., 2017; 
Mauthe et al., 2018; Yi et al., 2018). Pour des raisons éthiques, ce type de calendrier 
d’injection n’est pas approprié aux études de longue durée et nous avons donc basé notre 
fréquence d’injection sur le calendrier prophylactique humain contre la malaria, qui 
recommande une administration hebdomadaire de l’agent pharmacologique (Lim et al., 2009). 
Il apparait toutefois qu’aux doses conventionnelles utilisées, la dynamique rapide de la HCQ 
ne permette pas la réduction de la fréquence d’injection sans nuire à l’efficacité du traitement. 
Cependant, l’augmentation des doses à administrer pour compenser l’espacement des 
administrations pourrait induire une certaine toxicité bien que la HCQ soit moins toxique que 
la CQ (McChesney, 1983; Wolf, Wolf & Ruocco, 2000). En effet, des signes de toxicité 
musculaire ont été rapportés après deux mois d’injections IP de 10 mg/kg de CQ cinq fois par 
semaine (Jiang et al., 2014) ou après deux mois d’injection SC quotidienne de 15 mg/kg de 
CQ (Nalbandian et al., 2015). La HCQ administrée à trop forte concentration ou avec une 
fréquence trop importante conduit à la possible apparition de rétinopathies, cardiomyopathies, 
neuromyopathies ou myopathies (Al-Bari, 2015; Rabin & Ramirez, 2019). Le compromis 
entre une fréquence d’injection éthiquement acceptable et une absence de toxicité induite par 
le composé n’a finalement pas été atteint. Toutefois, il est possible que la toxicité potentielle 
de la HCQ soit suffisamment faible comparée à celle de la CQ pour permettre une 
augmentation de la posologie sans causer de troubles aux animaux (McChesney, 1983; An et 
al., 2017).  
 
La HCQ est généralement administrée par voie orale. Cependant ce mode d’administration 
n’a pas été retenu en raison des manipulations plus lourdes pour l’animal et de l’impossibilité 
physique de réaliser ce geste technique chez les animaux très jeunes. Nous avons donc 
sélectionné les injections IP qui bien que couramment utilisées en recherche (Grumati et al., 
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2010; Haspel et al., 2011; Vodicka et al., 2014), pourraient sur le long terme être une source 
de stress chez les animaux, conduisant à des comportements agressifs et des modulations de la 
réponse immunitaire pouvant perturber les données obtenues. Ce type d’injection offre en 
revanche plusieurs avantages tels que i) une connaissance précise de la dose administrée, ce 
qui évite par conséquent les approximations inévitables en travaillant avec un volume de prise 
volontaire de composé dissout ; ii) une administration rapide et adaptée au traitement d’un 
grand nombre d’animaux et iii) une limitation des manipulations plus contraignantes des 
animaux par comparaison avec un gavage oral répété (Walker et al., 2012).  
 
Par ailleurs, l’organisme exposé à la HCQ pourrait s’habituer à sa présence. En effet, la HCQ 
est une drogue lysosomotrope passive car la pompe à protons des lysosomes reste 
fonctionnelle et pourrait compenser l’augmentation de pH. Les ions H+ piégés dans la vacuole 
acide du lysosome par l’action des pompes à protons consommatrices d’ATP, attirent la HCQ 
via le gradient de pH généré. La HCQ s’accumule donc dans les lysosomes et en accroit le pH 
en piégeant les ions H+ présent (Taveira-DaSilva & Moss, 2012). Puisque le pH doit être 
maintenu aux environs de 5 pour assurer l’activité optimale des hydrolases (Saftig & 
Klumperman, 2009), les pompes à protons membranaires doivent essayer de compenser 
l’élévation de pH causée par la présence de la HCQ en augmentant le flux de protons jusqu’à 
saturer la HCQ et restaurer un pH optimal. Ce mécanisme pourrait alors rapidement engendrer 
une boucle de régulation proactive conduisant à une saturation de la HCQ et une habituation à 
la présence du composé par renforcement du fonctionnement des pompes à protons. 
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IV.4. Effet de l’injection d’hydroxychloroquine sur le développement moteur et 
sensoriel (cohorte juvénile) et sur le comportement individuel à l’âge adulte (cohorte 
adulte & juvénile) 
 
Les tests neuro-développementaux et comportementaux mis en place (Fox, 1965; 1966; 
Altman & Sudarshan, 1975; Elnar et al., 2012; Crépeaux et al., 2014) pour évaluer le niveau 
d’activité, l’anxiété, la coordination locomotrice et la force musculaire n’ont pas révélés de 
dysfonctionnement cérébral précoce ou tardif. Le neuro-développement des souris juvéniles a 
été relativement similaire chez les contrôles et chez les animaux traités. Ces animaux devenus 
adultes, tout comme ceux traités directement à l’âge adulte, expriment une motricité et un 
comportement normal sans distinction des animaux d’un groupe par rapport aux autres. Les 
seules différences observables sont genre-dépendantes avec des femelles généralement plus 
anxieuses et plus actives que les mâles, comme cela est décrit dans la littérature (Crépeaux, 
2012; Carreira, Cossio & Britton, 2017).  
 
A notre connaissance, peu d’études ont été réalisées à long terme avec la HCQ et de manière 
encore plus restreinte avec des animaux traités en période périnatale. De plus, la HCQ est 
généralement étudiée comme traitement dans le cadre d’une pathologie particulière avec un 
modèle animal spécifique pouvant s’éloigner des souches habituellement utilisées comme 
animaux contrôles. Qui plus est, rares sont les études incluant des tests comportementaux 
comme indicateurs d’une éventuelle toxicité du traitement. Cependant, cette composante nous 
semblait essentielle à prendre en compte pour les raisons développées ci-dessous. 
 
L’autophagie est un mécanisme primordial de la survie des souriceaux dans les premières 
heures de vie. En effet, il semble que l'autophagie, très peu exprimée avant la naissance, se 
mette en place dans les heures qui suivent la rupture de l'apport en nutriments via le cordon 
ombilical afin de répondre à la demande immédiate en énergie. Le flux autophagique se réduit 
ensuite, une fois l'apport de nutriments assuré par le lait maternel (Kuma et al., 2004). 
Toutefois, l’importance de l’autophagie ne se limite pas aux premières heures de vie des 
nouveau-nés. En effet, en tant qu’espèces « non précoces », le développement sensori-moteur 
de la souris, comme celui de l’Homme, est principalement post-natal (McCain, Mustard & 
Shanker, 2007). Durant cette phase, un processus dynamique de formation/élimination 
synaptique se met en place (Purves & Lichtman, 1980; Rakic et al., 1986). La synaptogenèse, 
dominante durant la petite enfance, se restreint durant l’enfance avant qu’une vague 
d’élimination synaptique (élagage synaptique ou synaptic pruning) ne vienne réduire la 
densité en synapses et ne permette la sélection et la maturation des circuits neuronaux (Penzes 
et al., 2011). Or il semble que l’autophagie soit un mécanisme clé mis en jeu dans le 
mécanisme d’élimination des synapses surnuméraires. En effet, l’étude de souris mutantes 
présentant une hyper activation de mTOR et une réduction de l’autophagie montre un défaut 
d’élimination synaptique au niveau de la moelle épinière associé à des troubles 
comportementaux de type autistiques (Tang et al., 2014). Cette observation a été attestée par 
l’utilisation de souris KO pour le gène Atg7 dans la lignée cellulaire myéloïde qui ont présenté 
un phénotype autistique constitué de comportements sociaux limités et de stéréotypies (Kim 
et al., 2017). Ces données démontrent l’importance de l’autophagie, notamment au niveau des 
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cellules microgliales, dans la maturation du système nerveux central et la mise en place des 
comportements adultes.  
 
Les données obtenues lors de l’analyse du développement moteur et sensoriel associées aux 
données relatives à l’évaluation du flux autophagique démontrent l’absence d’effet néfaste du 
traitement dû au manque de perturbation de l’autophagie au niveau cérébral chez les animaux 
traités dès les premiers jours de vie. En effet aucune accumulation caractéristique des 
protéines de l’autophagie n’a été relevée et aucune perturbation dans le développement 
moteur et sensoriel n’a été détectée. Une étude plus approfondie des effets d’une lacune en 
autophagie au niveau cérébral au stade juvénile pourrait être menée en incluant une étude des 
comportements sociaux à l’âge adulte afin de rechercher la présence de signes 
comportementaux caractéristiques d’un phénotype autistique suite au traitement post-natal à 
base de HCQ. 
 
Chez les adultes comme les jeunes, l’absence d’influence du traitement sur la force 
musculaire, l’endurance et l’activité locomotrice était une condition sine qua non du modèle 
animal souhaité. En effet, les études expérimentales et cliniques portant sur l’utilisation de 
dérivés de la quinine tels que la CQ et la HCQ, démontrent une certaine toxicité musculaire de 
ces composés. Ainsi, la HCQ est connue chez l’Homme pour induire des myopathies 
caractérisées par la présence de vacuoles dans des fibres musculaires atrophiées, nécrotiques 
ou en régénération (Kushlaf, 2011). Des signes occasionnels de toxicité de la HCQ peuvent 
également être observés dans les nerfs (Abdel-Hamid, Oddis & Lacomis, 2008) et bien que 
ces effets toxiques soient moins importants que ceux de la CQ, ce composé est tout de même 
capable de provoquer des cardiomyopathies même après un traitement court, des rétinopathies 
et quelques rares cas de neurotoxicité après un traitement prolongé (Doyno, Sobieraj & Baker, 
2021). Chez la souris, l’injection IP de 10 mg/kg de CQ cinq fois par semaine ou SC 
quotidienne de 15 mg/kg de CQ durant 8 semaines est en mesure de provoquer l’apparition de 
vacuoles dans les fibres musculaires, un endommagement de ces dernières et une 
désorganisation musculaire se traduisant par une réduction de l’endurance musculaire 
constatée au test accelerating rotarod (Jiang et al., 2014; Nalbandian et al., 2015). Notre 
traitement étant composé d’injection IP plus espacées dans le temps et avec une molécule 
moins toxique pour une dose hebdomadaire identique, il semblait moins probable de voir 
apparaitre les lésions musculaires évoquées ci-dessus. Cependant, les troubles musculaires 
étant une composante majeure du EM/SFC observés en présence de MFM, le contrôle de 
l’absence d’altération de la force, de l’endurance et de l’activité locomotrice a permis 
d’assurer que le traitement pharmacologique visant à induire un défaut autophagique chez les 
animaux n’était pas à l’origine de troubles fonctionnels pouvant être confondus avec la MFM 
lors d’une future expérimentation où la MFM aurait été induite par injection IM de particules 
aluminiques. 
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IV.5. Conclusion 
 
En dépit du soin apporté à sa mise en place, le traitement pharmacologique conçu pour 
perturber l’autophagie à long terme développé dans cette expérimentation n’a pas apporté les 
résultats attendus. Bien que sans effet néfaste notable, le traitement utilisé n’a pas été en 
mesure de perturber l’autophagie sur le long terme, prérequis nécessaire à son utilisation dans 
la suite des expérimentations prévues. 
 
Malgré quelques inconvénients, les modèles de rongeurs génétiquemenet modifiés pourraient 
donc rester les plus appropriés pour simuler un défaut d’autophagie sur le long terme. Les 
recombinaisons homologues et la méthode Crispr permettent aujourd’hui de produire des 
animaux viables avec des délétions ciblées de gènes de l’autophagie comme Atg7 ou Atg5 
dans les cellules de la lignée myéloïde (Hara et al., 2006; Kim et al., 2017). D’autres modèles 
de délétion génétique sur les gènes Map1lc3 (McWilliams et al., 2016), Ulk1 (Kundu et al., 
2008) et Irgm1 (He et al., 2012) existent et ne semblent pas présenter de troubles 
phénotypiques incompatibles avec les expérimentations envisagées (Kuma, Komatsu & 
Mizushima, 2017). Les futures expérimentations in vivo mettant en jeu un défaut 
autophagique sur le long terme devraient préférentiellement se faire via la sélection du modèle 
génétique le plus approprié tant au niveau du gène que du tissu cible, plutôt qu’un traitement 
pharmacologique à base de HCQ, sauf à considérer une révision du protocole 
pharmacologique avec des doses ou des fréquences d’injections supérieures en maintenant 
une faible toxicité du composé. Forts de cette constatation, notre étude de suivi in vivo des 
particules aluminiques après injection IM chez la souris présentant une déficience en 
autophagie a été réalisée avec un modèle de KO du gène Atg5 invalidé dans les cellules de la 
lignée myéloïde.  
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V. Impact d’une déficience dans le processus autophagique sur la 
translocation des particules aluminiques injectées par voie intramusculaire. 
 

V.1. Méthode de suivi des particules 
 
Le suivi des particules d’Al a été réalisé chez des souris présentant un KO génétique sur un 
gène majeur de l’autophagie ainsi que chez des contrôles de portée. Les particules d’Al ont 
été tracées par deux méthodes complémentaires, le marquage in situ des particules par Morin 
ciblant l’Al et le marquage direct des particules injectées par adjonction de fND traceurs.  
 
Parmi les différentes études menées sur le devenir des particules aluminiques d’origine 
vaccinale, différentes méthodes ont été utilisées pour suivre ces particules. Ces méthodes ont 
toujours eu pour but de garantir le suivi des particules provenant du traitement utilisé sans 
risquer de les confondre avec d’inévitables contaminations extérieures en Al principalement 
via l’eau de boisson ou l’alimentation. La méthode théorique optimale repose sur l’utilisation 
d’un composé identifiable par lui-même et ayant les mêmes propriétés physico-chimiques que 
l’adjuvant commercial. L’utilisation du complexe Alu-Dia, qui présente des caractéristiques 
très similaires à l’AH et une fluorescence caractéristique dans le rouge lointain, semble donc 
répondre à tous les critères pour en faire le traceur idéal des particules d’AH. Cependant, bien 
que l’apparente stabilité des complexes Alu-Dia ait fait l’objet d’une précédente publication 
(Eidi et al., 2015), nous avons souhaité dans cette étude poursuivre l’utilisation d’un double 
marquage Morin et fND afin de garantir la présence d’Al au côté des fND dans l’éventualité 
où ces derniers puissent se désolidariser des particules d’AH. Ce contrôle avait pour but de 
garantir l’origine des particules d’Al observées et d’analyser uniquement la translocation des 
particules d’Alu-Dia intactes via le transfert d’énergie entre le Morin marquant l’Al et les 
fND. 
 
Cependant, malgré la simplicité théorique de la méthode FRET décrite dans le chapitre 
II.2.3.3. de la section méthodologie et utilisée dans cette expérimentation, nous avons observé 
plusieurs imperfections à cette technique dans nos conditions expérimentales. En effet, il 
semble que certains gros fND puissent être excités par des longueurs d’onde comprises entre 
391 et 437 nm donnant lieu à une émission de fluorescence de faible intensité à des longueurs 
d’ondes supérieures à 647 nm. Cette fluorescence non désirée, due aux centres NNV des fND, 
doit être prise en compte lors de la prise de vue afin d’ajuster la durée d’exposition pour 
réduire au maximum ce signal. La seconde imperfection provient de la forte auto-fluorescence 
des tissus considérés, capable dans une certaine mesure, d’exciter les fND même de petite 
taille. Cette auto-fluorescence peut être partiellement masquée par l’utilisation d’une 
coloration au noir du Soudan telle qu’appliquée dans notre protocole (cf II.2.3.3. section 
méthodologie). Néanmoins, ces deux limitations méthodologiques imposent une grande 
rigueur lors de la prise de vue afin d’avoir une durée d’exposition optimale pour la détection 
du signal FRET tout en réduisant au maximum le signal non spécifique de plus faible 
intensité. De plus, une adaptation de l’analyse des résultats est nécessaire en combinant les 
signaux FRET et Morin afin de maximiser la pertinence du signal analysé en prenant en 
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compte l’auto-fluorescence résiduelle des tissus. Bien que non optimale, si l’on considère une 
possible dissociation des fND de l’Al lors de la prise en charge par les cellules immunitaires, 
cette méthode de suivi des particules d’Al par double marquage fluorescent via un traceur 
natif lié aux particules et couplé à une coloration in situ sur coupes histologiques reste la plus 
précise à notre disposition. 
 
 

V.2. Translocation des particules aluminiques… 
 
Dans l’évaluation de l’impact du processus autophagique sur la translocation des particules 
aluminique depuis le site d’injection IM vers des organes distants, nous avons injecté de façon 
ponctuelle des souris Atg5 CKO avec 200 µg/kg d’Alu-Dia conçu spécifiquement pour suivre 
les particules injectées dans l’organisme. La translocation des particules a été observée dans 
les ganglions poplités et inguinaux, dans la rate et de façon anecdotique dans le cerveau, sans 
qu’une différente significative ne soit détectée entre les animaux Atg5 CKO et les contrôles.  
 
Notre étude de la translocation des particules aluminiques chez les souris Atg5 CKO apporte 
une preuve supplémentaire de la translocation de l’AH du site d’injection vers des organes 
distants tels que les ganglions lymphatiques de drainage, la rate ou le cerveau. Ces 
observations confirment celles faites en 2015 sur la souche de souris C57BL/6, en utilisant 
toutefois une dose de composé deux fois plus faible que celle utilisée précédemment (Eidi et 
al., 2015). 
 
Notre étude semble démontrer une translocation cérébrale similaire à celle publiée en 2015 
puisque nous avons observé la translocation vers le cerveau d’une particule d’Alu-Dia chez un 
individu contrôle. Nous souhaitons toutefois préciser que contrairement à l’étude publiée en 
2015, nos animaux n’ont pas été perfusés en PBS lors du prélèvement des organes. 
L’observation du spectre d’émission caractéristique des fND sur une coupe de cerveau atteste 
donc a minima de la translocation d’une particule d’Alu-Dia dans les capillaires cérébraux 
mais ne permet pas de conclure au franchissement de la BHE par cette particule. Néanmoins, 
étant donnée son action immunostimulante, la dissémination de l’Al particulaire n’est pas 
souhaitable et pourrait conduire à une inflammation périphérique beaucoup plus étendue 
qu’espérée qui, chez le jeune rat, est capable d’altérer les mécanismes cérébraux immunitaires 
et inflammatoires (Bruce et al., 2019). Notre étude démontre que la translocation cérébrale 
des particules d’Al est possible après injection IM du composé à une dose deux fois plus 
faible que les dernières données publiées. 
 
 

V.2.1. … impact de la génétique… 
 
Les contraintes d’effectif réduit dans notre étude ne nous ont malheureusement pas permis de 
mettre en avant une différence significative de translocation entre groupe Atg5 CKO et groupe 
contrôle. Cependant, l’observation d’une translocation rapide des particules injectées vers des 
organes distants en trois semaines confirme les précédentes observations faites sur des souris 
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C57BL/6 et atteste de l’importance du fond génétique sur le mécanisme de bio-distribution 
des particules aluminiques. En effet, l’étude de la translocation des adjuvants Al par la 
méthode de suivi de l’Alu-Dia a été réalisée chez plusieurs souches de souris. Si une 
translocation systémique rapide, y compris au niveau cérébral, a pu être mise en avant chez 
les souris C57BL/6 (Eidi et al., 2015), une translocation bien plus lente a été rapportée chez la 
souche CD1, sans translocation vers le cerveau même sur des durées d’observation plus 
importantes de plusieurs mois (Crépeaux et al., 2015). La différence de réponse souche-
dépendante peut également être mise en relation avec l’hétérogénéité de taille de granulome 
observée entre les souches de rats Lewis et Spargue-Dawley après injection IM de vaccin 
contenant un adjuvant Al (Authier et al., 2006). 
 
La translocation des particules injectées par voie IM chez la souris C57BL/6 pourrait en partie 
s’expliquer par l’importance de la réponse inflammatoire produite suite à l’exposition aux 
particules d’Al. La souche C57BL/6 est en effet connue pour présenter un statut pro 
inflammatoire de type Th1 en réponse à un challenge immunitaire (Whitehead et al., 2003; 
Mills & Ley, 2014). De même, il est intéressant de constater que, comme les patients MFM 
dont il est un bio marqueur avéré (Cadusseau et al., 2014), les souris C57BL/6 produisent un 
taux de MCP1/CCL2 plus important que les autres souches de souris (Mills & Ley, 2014). 
Cette chimiokine inflammatoire attractive des monocytes est par ailleurs connue pour jouer un 
rôle tant au niveau de la bio-distribution systémique que de la translocation cérébrale des 
particules d’Al phagocytées par les cellules monocytaires (Khan et al., 2013), l’augmentation 
du nombre de cellules immunitaires chargées de particules d’Al augmentant la probabilité de 
translocation. Chez l’Homme, la MFM est majoritairement observée à un âge où la production 
de MCP1/CCL2 augmente et où la sénescence immunitaire apparait (Mansfield et al., 2012).  
 
Dans notre étude, il est possible que le défaut d’autophagie chez les animaux ATG5 CKO joue 
un rôle protecteur contre la translocation des particules sur une courte durée en comparaison 
avec les animaux contrôles. En effet, un défaut autophagique pourrait conduire à une 
inflammation intense des cellules immunitaires au contact des particules d’Alu-Dia par 
manque de dégradation de l’inflammasome NLRP3 conduisant à la pyroptose de ces cellules 
(Martinon, Mayor & Tschopp, 2009; Mehto et al., 2019). Les particules d’Al libérées dans 
l’espace extracellulaire seraient ensuite phagocytées par d’autres cellules immunitaires pour 
un nouveau cycle. La translocation des particules pourrait alors être retardée par la mort 
prématurée et séquentielle des cellules phagocytaires. Une translocation plus tardive des 
particules d’Alu-Dia pourrait donc exister chez les animaux ATG5 CKO bien que notre 
protocole sur 21 jours ne soit pas capable de la mettre en avant. Des études plus approfondies 
sur la balance Th1/Th2 et l’autophagie seront nécessaires afin de comprendre l’importance de 
l’inflammation et de sa régulation sur la translocation des particules d’Al. De même des 
analyses génétiques des patients MFM pourraient être envisagées afin de rechercher des 
facteurs de susceptibilité dans la réponse immunitaire et inflammatoire ou dans les capacités 
d’élimination des composés xénobiotiques. 
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V.2.2. … et importance de la taille des composés 
 
Comme mentionné dans le paragraphe précédent, il est possible que la durée entre l’injection 
des composés et l’observation de la translocation cérébrale ait été trop courte dans notre 
protocole. Bien qu’une translocation cérébrale ait été relevée chez des souris de souche 
C57BL/6 sur un timing similaire (Eidi et al., 2015), la souche CD1 présente quant à elle une 
translocation retardée et possiblement biphasique, avec une translocation dans la rate observée 
après 270 jours (Crépeaux et al., 2015). Cette translocation lente au niveau de la rate laisse 
supposer que la translocation cérébrale, si elle existe, serait encore d’avantage retardée. De 
plus, des signes de neurotoxicité via la présence de troubles comportementaux au niveau de 
l’activité locomotrice et de l’anxiété ont été mis en avant 180 jours après injection de 
200 µg/kg chez des souris CD1 (Crépeaux et al., 2017). Prises dans leur ensemble et puisque 
la concentration en Al semble conditionner la distribution en taille des agglomérats 
particulaires présents dans la solution (Crépeaux et al., 2017), ces données pourraient indiquer 
que la neurotoxicité observée suite à une injection IM d’AH n’est pas conditionnée par une 
différence de translocation cérébrale des particules mais par une différence de délais de 
translocation associée à une neurotoxicité plus importante des particules de petite taille. Il est 
en effet possible que toutes les tailles de particule d’Al soient en mesure d’atteindre le cerveau 
mais avec une latence de translocation et un potentiel de toxicité relatif à leur taille. 
L’hypothèse sous-jacente étant qu’une translocation lente des particules jusqu’au cerveau 
serait conditionnée par une déficience en autophagie préexistante et/ou induite par les 
particules elles même. L’extrapolation des connaissances existantes pour le dioxyde de titane 
nous laisse supposer que les particules de grande taille pourraient représenter un challenge 
phagocytaire pour les macrophages et conduire à la production d’une réponse inflammatoire 
plus importante (Hamilton et al., 2009). Cette inflammation pourrait alors attirer plus de 
cellules immunitaires et amplifier le mécanisme de translocation des particules. En effet, les 
grosses particules de dioxyde de titane ont également comme conséquence de perturber 
l’organisation lysosomale et de conduire à l’apoptose (Hamilton et al., 2009). Les grosses 
particules relargées et recapturées pourraient donc migrer de façon séquentielle jusqu’au 
cerveau, accompagnées de particules plus petites initialement présentes dans la solution ou 
produites par attaque des particules de plus grande taille. Ces petites particules seraient alors 
en mesure de franchir la BHE par perturbation des jonctions serrées (Chen et al., 2008), 
passage par le réseau lymphatique cérébral (Louveau et al., 2015), échange entre cellules au 
niveau des méninges, de l’espace péri-vasculaire ou des plexus choroïdes (Marques & Sousa, 
2015; Kierdorf et al., 2019) ou franchissement directe de la BHE par un mécanisme non 
identifié. Il est cependant difficile de conclure quant au rôle des particules de grande taille 
dans le mécanisme de translocation. En effet, les particules plus imposantes pourraient 
améliorer l’initiation de la translocation par la production d’une inflammation à l’origine d’un 
plus grand recrutement de cellules immunitaires. Cependant, ces mêmes larges particules, en 
particulier celles de forme spiculaire, pourraient également freiner la translocation par 
apoptose des cellules phagocytaires (Hamilton et al., 2009), imposant un nouveau cycle de 
capture/translocation. L’action de la présence conjointe de particules métalliques de 
différentes gammes de taille et potentiellement de différentes formes est donc complexe à 
appréhender dans l’état des connaissances actuelles. 
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I. Conclusion générale 
 
L’une des plus grandes avancées de la médecine moderne, la vaccination, doit beaucoup à 
l’utilisation des adjuvants aluminiques. Utilisés durant des décennies, sans réelles 
connaissances sur leur mode de fonctionnement dans l’organisme, il n’en demeure pas moins 
que ces composés remplissent parfaitement leur rôle de déclencheur de la réponse 
immunitaire.  
 
L’amélioration des connaissances sur l’action des adjuvants et la découverte de leur longue 
biopersistance chez certaines personnes interroge cependant sur le niveau de sécurité de ces 
composés. En effet, alors que la fièvre innovatrice n’a épargné aucun domaine depuis la 
découverte des propriétés adjuvantes des sels d’aluminium, il est étonnant de constater que les 
adjuvants aluminiques ont traversé le temps sans aucune tentative de perfectionnement. De 
plus, alors que la sécurité est une préoccupation grandissante, quel que soit le domaine 
envisagé, il semble que cette composante n’ait pas été prise en compte pour l’utilisation des 
adjuvants aluminiques dont les quantités réglementaires reposent avant tout sur un souci 
d’efficacité sans évaluation des risques. 
 
Les recherches scientifiques s’accumulent, faisant lentement prendre conscience des 
faiblesses entourant l’utilisation de particules d’aluminium comme adjuvant : 
 

- Les tentatives d’évaluation de la toxicité menées par le passé et sur lesquelles 
s’appuient les réglementations actuelles reposent sur des composés de formes 
différentes et administrés par des voies non représentatives. 
 

- Alors que l’on pensait les adjuvants inertes et rapidement éliminés via dissolution, les 
observations in vivo démontrent la biopersistance des particules, capturées par les 
cellules immunitaires, et leur dissémination dans l’organisme. 
 

- Les particules utilisées ne répondent pas au principe de Paracelse, « toutes les choses 
sont poison, et rien n’est sans poison ; seule la dose détermine ce qui n’est pas un 
poison », la toxicité particulaire étant avant tout basée sur la forme et la taille des 
composés plutôt que sur leur dose. 

 
La persistance longue des composés adjuvants Al observée dans les cas d’EM/SFC post-
vaccination, illustre parfaitement les potentiels effets d’une longue rétention des particules 
aluminiques dans l’organisme. Les patients atteints de ce syndrome font partie d’une part de 
la population chez qui les particules d’adjuvant à base d’Al persistent sur une longue période 
au niveau du site d’injection, formant une lésion histologique caractéristique. Cette lésion, 
immunologiquement active, est associée à un ensemble de symptômes communs à l’EM/SFC 
et regroupant des céphalées, des douleurs arthro-musculaires, des troubles mnésiques et 
attentionnels ainsi qu’un état d’épuisement chronique. La grande variété des symptômes, la 
difficulté d’obtention d’un diagnostic et l’absence de reconnaissance de leur condition 
conduisent ces patients vers un état de souffrance physique et psychique extrêmement 
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handicapant. Pour ces patients, comme pour toutes les personnes susceptibles de présenter une 
rétention des particules d’Al sur le long terme, les études scientifiques sont primordiales pour 
la compréhension des effets des particules aluminiques d’origine vaccinale sur l’organisme. 
 
Dans ce contexte, le travail de thèse présenté dans ce manuscrit avait pour objectif d’évaluer 
les réponses autophagiques et inflammatoires de cellules immunitaires non pathologiques en 
présence de particules aluminiques afin de les comparer aux réponses de cellules 
immunitaires de patients atteints de MFM chez qui la biopersistance anormale des particules 
d’aluminium pourrait provenir d’une déficience dans le mécanisme autophagique. Le projet 
avait ensuite pour but de tester, sur un modèle animal, une approche pharmacologique afin de 
recréer une déficience autophagique se voulant représentative de la situation pathologique 
humaine. Enfin, le projet incluait également l’évaluation, par une approche génétique sur un 
modèle animal, de l’impact de la déficience autophagique sur la translocation des particules 
aluminiques. 
 
De façon générale, les données obtenues ont permis de mettre en avant un aspect méconnu de 
la prise en charge des particules aluminiques par les cellules immunitaires non pathologiques. 
Une forme particulière de phagocytose, non suspectée jusqu’à présent, semble en effet être 
impliquée dans l’internalisation des particules aluminiques de manière prépondérante par 
rapport à l’autophagie canonique. Ce mécanisme de phagocytose associée à LC3 partage 
cependant une grande partie de la machinerie cellulaire avec l’autophagie, rendant compliqué 
les conclusions sur la présence d’un éventuel trouble autophagique. 
 
Concernant l’hypothèse de l’implication d’une altération de l’autophagie dans l’étiologie de la 
MFM, les données obtenues lors de ce travail, associées aux connaissances bibliographiques 
actuelles, invitent à envisager que cette perturbation pourrait exister comme étant la 
conséquence de la forte présence de Rubicon chez les patients MFM. En effet, une importante 
quantité de Rubicon, protéine majeure du mécanisme d’internalisation des particules 
aluminiques, a été retrouvée chez les patients atteints de MFM. Cette protéine particulière, 
pouvant produire un effet inhibiteur sur le mécanisme autophagique, pourrait alors expliquer 
les nombreux symptômes observés chez les patients tels que la rétention longue des particules 
aluminiques au niveau musculaire, les défauts de réponse inflammatoire sur le long terme, les 
atteintes cognitives ainsi que l’hypométabolisme généralisé via l’implication de plusieurs 
mécanismes cellulaires interconnectés que sont l’autophagie, l’inflammation et le 
métabolisme mitochondrial. 
 
Les essais de traitement pharmacologique chez le modèle animal n’ont pas permis de mettre 
en place la perturbation autophagique espérée. L’absence d’effets néfastes sur le 
développement moteur et sensoriel des jeunes animaux ou les capacités d’endurance et de 
locomotion chez les adultes, attestée par les nombreux tests neuro-développementaux et 
comportementaux, laissent ouverte la possibilité d’une adaptation du traitement avec des 
concentrations plus importantes en agent pharmacologique. La solution la plus appropriée 
semble, néanmoins, être la sélection d’un modèle animal avec un KO génétique sur un gène 
impliqué dans les mécanismes de lutte contre les composés xénobiotiques ou l’inflammation à 
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condition de choisir avec précaution un modèle dont le phénotype ne présente pas de 
similitudes avec les symptômes de la MFM, avant même l’exposition à un challenge 
environnemental pro-inflammatoire. 
 
Dans cette optique, l’impact de l’autophagie sur la translocation des particules aluminiques 
depuis le site de vaccination vers des organes distants a été étudié avec un modèle animal 
présentant un KO génétique sur le gène Atg5 dans les cellules de la lignée myéloïde. Les 
résultats prouvent la translocation des particules vers des organes distants sans pour autant 
que l’expérience ne permette de conclure quant à l’impact de la déficience autophagique sur 
cette translocation.  
 
Prises dans leur ensemble, les données produites lors de ce travail de thèse ont permis 
d’apporter des informations sur le mode de prise en charge des particules aluminiques par les 
cellules de l’immunité. Elles ont également souligné l’importance des interconnexions entre 
différents mécanismes cellulaires tels que l’autophagie, l’inflammation et le métabolisme 
mitochondrial dans la réponse des cellules immunitaires aux particules d’Al d’origine 
vaccinale et la complexité de ces liens. Enfin, elles ont permis d’améliorer la compréhension 
du syndrome de myofasciite à macrophage en proposant une nouvelle approche étiologique 
permettant de relier la lésion musculaire aux symptômes observés.  
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II. Perspectives 
 

II.1. Un défaut de lutte contre le stress oxydant chez les patients MFM ? 
 
Les nouvelles données obtenues sur les cellules isolées d’individus contrôles ou de patients 
MFM nous encouragent à modifier notre façon d’appréhender l’EM/SFC et la MFM. En effet, 
il semble aujourd’hui évident que l’autophagie ne peut pas être considérée comme le seul 
processus dont la déficience induirait les symptômes observés chez les patients. 
 
Dans ce chapitre, nous allons aborder l’hypothèse d’une déficience dans les mécanismes de 
lutte contre le stress oxydant comme facteur d’étiologie de la MFM en faisant le lien avec 
l’ensemble des réactions impliquées dans le modèle de prise en charge des particules 
aluminiques proposé dans le chapitre III.5. de la section discussion générale et résumé en 
Figure 55 p. 282. Cette nouvelle approche de la MFM prend en compte de nombreuses 
observations déjà bien décrites et documentées sur des cohortes importantes de patients 
EM/SFC et fait le lien avec l’ensemble des symptômes présents chez ces patients. 
 
Le manque de lutte contre le stress oxydant est une donnée connue de l’EM/SFC dont les 
patients présentent un défaut de présence d’antioxydants comme le zinc ou la coenzyme Q10 
(Maes et al., 2012). Il semble cependant possible que cette déficience, innée ou acquise, soit 
le point de départ d’une chaine de réactions aboutissant à la création d’un cercle vicieux 
expliquant les autres spécificités du syndrome, tel que décrit dans la suite de ce chapitre. La 
quantification d’un panel d’antioxydants circulants, tels que le zinc, la coenzyme Q10, la 
GSH, la superoxyde dismutase ou la catalase, au sein de la cohorte MFM pourrait être 
envisagée afin de faire le lien avec les observations décrites pour l’EM/SFC. Enfin, la prise en 
compte de l’ensemble des voies de lutte contre le stress oxydant devrait être un élément à 
considérer pour la recherche future d’une susceptibilité génétique à l’EM/SFC et à la MFM. 
 
Un des premiers signes de faiblesse dans la lutte contre le stress antioxydant devrait être une 
accumulation de composés pro-oxydants dans les cellules de l’immunité. Une production 
accrue de ces composés a été documentée au niveau sérique chez des patients EM/SFC (Maes 
et al., 2007; Maes, Mihaylova & Bosmans, 2007). Cette augmentation de la quantité de pro-
oxydants est cohérente avec la présence réduite d’antioxydants chez ces patients. D’autant que 
la LAP, apparemment impliquée dans la prise en charge des particules d’AH est un 
mécanisme producteur de ROS (Martinez et al., 2015). La combinaison d’un défaut dans le 
mécanisme de lutte contre les composés pro-oxydants avec la présence d’un composé activant 
un mécanisme nécessitant la production de ROS conduirait alors à l’accumulation de ces ROS 
au niveau cytoplasmique chez les patients MFM. L’observation in vitro de la production de 
ROS par des PBMC contrôles et MFM devrait être envisagée pour la suite de ce travail. Cette 
étude, couplée à la quantification de NOX2, permettrait à la fois la confirmation de 
l’implication de la LAP dans la prise en charge des particules d’AH et la possible observation 
du défaut antioxydant envisagé. 
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Par ailleurs, l’accumulation de composés pro-oxydants dans les cellules de patients pourrait 
avoir un impact sur l’activité mitochondriale. Cet aspect de l’EM/SFC est expliqué par 
l’impact négatif qu’aurait la combinaison de cytokines pro-inflammatoires comme TNF-α 
et de composés pro-oxydants sur les capacités respiratoires des mitochondries (Morris & 
Maes, 2014). Les patients EM/SFC présentent, en effet, des altérations métaboliques 
mitochondriales au niveau des PBMC ainsi que des défauts de couplage des mitochondries 
réduisant les capacités de ces dernières à fournir l’ATP adéquat à l’activité cellulaire, sans 
lien apparent avec la sévérité de la maladie (Tomas et al., 2020; Fernandez-Guerra et al., 
2021). Une équipe étudiant des PBMC de patients EM/SFC et d’individus contrôles a ainsi 
mis en avant une diminution des capacités de phosphorylation oxydative chez les patients 
EM/SFC suggérant que les cellules immunitaires étudiées ne sont pas en mesure de faire face 
à la demande énergétique en condition de stress (Tomas et al., 2017; 2018). 
 
De plus, les défauts mitochondriaux observés pourraient être accrus en présence de 
particules aluminiques. En effet, des défauts de fusion des mitochondries pourraient être 
causés par une modulation de la balance fusion/fission des mitochondries en présence de 
particules d’Al, comme cela a été montré récemment chez des rats exposés au maltoate d’Al 
par voie intrapéritonéale à des doses comprises entre 0 et 1,62 mg/kg sur des durées allant de 
30 à 90 jours, chez lesquels il a été observé une différence dans la régulation des protéines 
dynamin-related protein 1 (Drp1), fission protein 1 (Fis1), optic atrophy 1 (Opa1), mitofusin 1 
(Mfn1) et mitofusin 2 (Mfn2)(Nie et al., 2019). La Mfn2 semble tout particulièrement 
importante pour le bon déroulement de la réponse immunitaire étant donné son implication 
dans les mécanismes de phagocytose, de production de cytokines et d’autophagie (Tur et al., 
2020). L’importante présence de ROS et de cytokines, combinée à la présence de particules 
aluminiques, mènerait alors aux dysfonctions mitochondriales acquises décrites chez les 
patients EM/SFC (Tomas & Newton, 2018) et suspectées d’être la cause de la fatigue 
persistante et des myalgies présentées par les patients (Fulle et al., 2007). L’analyse 
transcriptomique des protéines mitochondriales précédemment citées pourrait être envisagée 
chez les patients MFM afin de rechercher les effets de la présence prolongée des particules 
d’Al sur ces paramètres. De même, une caractérisation des capacités mitochondriales pourrait 
être réalisée lors de futures expérimentations. 
 
Take home message : un défaut de lutte contre le stress oxydant chez les patients MFM 
pourrait être impliqué dans l’acumulation de composés pro-oxydants. L’action cumulée de 
ces pro-oxydants, des particules d’AH et des cytokines pro-inflammatoires produites en 
présence de ces particules serait alors en mesure de provoquer un stress mitochondrial 
menant à une perturbation des capacités respiratoires des mitochondries et à une réduction 
de la production d’ATP à l’origine des symptômes de myalgie et de fatigue chronique sur le 
long terme. 
 
Suite à sa prise en charge par les cellules de l’immunité, l’AH produit une suite de réactions 
menant à la production d’une réponse pro-inflammatoire, ce qui est cohérent avec son rôle 
d’adjuvant. Notre étude démontre l’implication de TNF-α sur un temps court mais d’autres 
ont rapporté la présence de l’inflammasome NLRP3 (Hornung et al., 2008) et de cytokines 
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associées, en présence d’adjuvant aluminique (Sokolovska, Hem & HogenEsch, 2007). La 
présence de cytokines pro-inflammatoires a, par ailleurs, été documentée au niveau sanguin 
chez les patients EM/SFC (Gupta et al., 1997; Gupta, Aggarwal & Starr, 1999; Maes, Twisk 
& Johnson, 2012) bien que les résultats obtenus soient sujets à discussion du fait de l’absence 
d’homogénéité entre les différentes études (Mensah et al., 2017). 
 
Néanmoins, la présence d’une inflammation produite en réaction à la persistance de particules 
aluminiques pourrait être vue comme une cause probable des manifestations cognitives 
observées chez les patients MFM. En effet, il semble établi qu’une inflammation, même 
périphérique, soit en mesure de causer une inflammation cérébrale (Poon et al., 2015). 
Plusieurs hypothèses existent pour expliquer cette propagation de l’inflammation vers le 
système nerveux central. Une communication lente par voie humorale a ainsi été décrite par le 
franchissement direct du plexus choroïde par des cytokines alors capables d’activer les 
cellules immunitaires locales en mesure de répandre l’inflammation (Dantzer, 2001; Dantzer 
et al., 2008). Une autre action possible, plus rapide, passerait par l’activation des fibres 
nerveuses au niveau du site de production de la réponse inflammatoire. Un signal activateur 
de la réponse inflammatoire serait alors directement transmis au niveau du système nerveux 
central, ce qui augmenterait la sensibilité de ce dernier à la présence de cytokines arrivant par 
la voie humorale (Dantzer, 2009).  
 
Chez la souris ; des études ont démontré que la présence d’une inflamation périphérique est en 
mesure de modifier la réponse inflammatoire des cellules microgliales résidentes du SNC 
(Chiot et al., 2020) et de conduire à une reprogrammation épigénétique de ces cellules, encore 
visible six mois après l’inflammation initiale (Wendeln et al., 2018). Une inflammation 
cérébrale, dont l’origine pourrait être soit la présence des particules d’AH directement soit 
l’inflammation périphérique persistante (soit les deux), a été observée chez un modèle murin, 
associé à des troubles comportementaux (Crépeaux et al., 2017). Une inflammation 
neuronale a également été décrite chez les patients EM/SFC, associée à la sévérité des 
troubles neurologiques présentés (Nakatomi et al., 2014). Cette neuro-inflammation, et les 
troubles neurologiques en découlant, pourraient par ailleurs engager une forme de déficience 
mitochondriale. Il semble en effet, que l’Al soit en mesure de perturber la dynamique 
mitochondriale au niveau cérébral chez le rat suite à une inflammation périphérique (Nie et 
al., 2019) et qu’un défaut de Mnf2 accroisse la réponse neuro-inflammatoire suite à une 
inflammation périphérique (Harland et al., 2020). Dans les deux cas, des altérations 
comportementales touchant l’activité locomotrice ou la mémoire ont été observées (Nie et al., 
2019; Harland et al., 2020).  
 
Take home message : la réponse inflammatoire périphérique produite en réponse à la 
présence de particules d’AH au site d’injection des vaccins pourrait être en mesure de se 
propager au niveau cérébral où elle pourrait, conjointement à l’action délétaire du défaut de 
luttre contre le stress oxydant sur les mitochondries, être à l’origine des troubles cognitifs 
observés chez les patients MFM. 
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De plus, en réponse aux cytokines produites par la présence prolongée des particules 
aluminiques, les cellules immunitaires doivent mettre en place un arsenal de mesures 
compensatoires afin de réduire l’inflammation. Un mécanisme possible dans cette lutte 
pourrait être la LAP (Heckmann et al., 2017), possiblement activée par les cellules 
apoptotiques renfermant une grande quantité de particules d’AH. L’activation de la LAP 
nécessiterait alors la régulation de Rubicon afin de contrôler les différents mécanismes 
spécifiques à la LAP, précédemment décrits, et impliquant les complexes protéiques PI3K et 
NOX2. Ce faisant, la présence de Rubicon entrainerait une diminution des capacités 
autophagiques des cellules par son action régulatrice de PI3K faisant basculer le complexe 
de l’autophagie vers la LAP (Boyle & Randow, 2015). 
 
La perturbation de la machinerie autophagique induite par cette présence de Rubicon pourrait 
alors entrainer un défaut de régulation de l’inflammasome par IRGM conduisant à une 
sur-inflammation. De même, les particules d’AH cytoplasmiques potentiellement libérées 
dans le cytoplasme ne seraient alors plus prises en charge, ce qui augmenterait leur action 
délétère sur les mitochondries. De plus, il semble que la présence de Rubicon soit également 
en mesure d’impacter la qualité des mitochondries (Liu et al., 2019), déjà touchées par la 
présence de ROS et des particules d’AH. Cet impact de la dynamique mitochondrial pourrait 
être mis en relation avec le défaut de mitophagie que doit produire la présence de Rubicon 
dans les cellules. La mitophagie, très similaire au mécanisme autophagique, est centré sur le 
recyclage des mitochondries endommagées afin de maintenir l’état de santé du réseau 
mitochondrial (Rodger, McWilliams & Ganley, 2018). De plus, ce mécanisme implique 
également la protéine IRGM (Kaufman & Mora, 2021) qui se présente donc comme une 
protéine pivot entre autophagie, inflammation et métabolisme mitochondrial. Un défaut dans 
la machinerie autophagique semble en effet permettre l’accumulation de mitochondries 
déficientes (Xu, Shen & Ran, 2020). Cette accumulation pourrait ensuite conduire à 
l’accumulation de composés oxydants, de cytokines, voire conduire à la mort cellulaire par 
apoptose dont nous avons vu qu’elle pourrait être le déclencheur de la LAP pour les cellules. 
 
Take home message : un défaut de luttre contre le stress oxydant chez les patients MFM 
pourrait in fine conduire à une tentative de régulation de la présence de particules d’AH et/ou 
de la réponse inflammatoire et peut-être apoptotique par une forte activation de la LAP. Ce 
faisant, la présence accrue de Rubicon serait alors en mesure de perturber le mécanisme 
autophagique, ce qui conduirait à l’accumulation intracytoplasmique de particules d’AH, de 
mitochondries défectueuses et limiterait les capacités de régulation de l’inflammation par 
IRGM. 
 
L’hypothèse d’une déficience dans les mécanismes de lutte contre le stress oxydant développé 
ici mène donc à un cercle vicieux dans lequel la présence de particules d’Al conduit à la 
production de composés oxydants produisant une réponse inflammatoire menant à la 
production de plus de composés oxydants, dans une boucle autoentretenue. Sur le long terme, 
les cellules immunitaires des patients EM/SFC et MFM pourraient alors entrer dans un état de 
résilience hypométabolique, le Dauer, afin de lutter contre ce phénomène autoentretenu 
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d’inflammation chronique, expliquant les anomalies métaboliques retrouvées chez ces 
personnes (Naviaux et al., 2016).  
 
Initialement, l’état de Dauer a été identifié chez le nématode C elegans comme un état de 
survie faisant intervenir une chute du métabolisme et une réduction drastique de la production 
énergétique en réponse à un stress environnemental tel qu’une faible température ou une 
restriction respiratoire ou alimentaire (Lant & Storey, 2010). La persistance d’un stress 
inflammatoire au niveau cellulaire pourrait conduire à l’apparition de cet état pouvant être 
interprété comme une tentative de fuite dans l’attente de conditions plus favorables. Le Dauer 
se caractérise par une altération des fonctions mitochondriales et des changements physiques, 
comportementaux et alimentaires (Lant & Storey, 2010; Naviaux et al., 2016). Les patients 
EM/SFC présentent ce métabolisme réduit avec des altérations mitochondriales en réponse à 
un stress environnemental. L’état de Dauer semble être un moyen de survie à un stress trop 
important, potentiellement capable d’augmenter la résistance face à un panel de troubles 
métaboliques (Mottillo et al., 2010) mais au prix d’une qualité de vie fortement dégradée, de 
douleurs, de souffrances et d’une longue infirmité. 
 
 

II.2. Etudes complémentaires 
 
Bien entendu, les résultats présentés ici soulèvent de nombreuses interrogations et hypothèses 
à développer, ouvrant la voie à de nouvelles perspectives. 
 
Concernant les études chez l’homme, de nombreuses analyses restent à mener afin de 
caractériser plus avant la prise en charge des particules aluminiques d’origine vaccinale par 
les cellules de l’immunité en condition non pathologique. Ainsi la recherche d’expression 
d’autres protéines caractéristiques de la phagocytose associée à LC3 devrait être envisagée 
afin de confirmer pleinement l’implication de ce mécanisme. 
 
De plus, une analyse cinétique des effets de la présence des particules aluminiques sur des 
temps plus long et/ou avec d’autres concentrations et un nombre de participant plus 
important permettrait une analyse plus fine des interactions entre les différents mécanismes 
identifiés. 
 
Chez les patients atteints de myofasciite à macrophage, l’hypothèse principale issue de ce 
travail étant l’implication d’un défaut antioxydant comme facteur étiologique, l’étude des 
capacités antioxydants des cellules immunitaires devrait être envisagée.  
 
De plus, en tant que cible potentielle de l’action des particules aluminiques et des composés 
pro-oxydants, les capacités mitochondriales des cellules immunitaires isolées de patients 
MFM pourraient faire l’objet d’analyses sur le plan métabolique comme sur le plan de 
l’équilibre fusion/fission. Ces analyses devraient sans doute se faire en ayant pour objectif 
d’étudier les similitudes et spécificités du statut métabolique des patients MFM par 
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comparaison avec l’état hypométabolique de Dauer décrit sur des cohortes de patients 
EM/SFC. 
 
Enfin, il semble qu’une étude génétique large puisse être envisagée afin de rechercher des 
facteurs de susceptibilité chez les patients MFM, à la fois sur les processus antioxydants 
mais également sur le mécanisme autophagique, la phagocytose ou le métabolisme 
mitochondrial. 
 
En parallèle des études humaines, des recherches exploratoires chez l’animal pourraient 
être faites afin d’étudier la plausibilité d’un défaut antioxydant comme facteur étiologique 
conduisant à des troubles proches des symptômes observés chez les patients MFM. Ainsi des 
animaux présentant des troubles dans les mécanismes de lutte contre les molécules oxydantes 
pourraient être exposés à des particules aluminiques par voie intramusculaire afin de 
rechercher notamment la présence d’une réponse inflammatoire exacerbée suivie de son 
effondrement, associé à la présence de Rubicon sur le long terme. 
 
De même, en tant que protéine pivot entre l’autophagie, l’inflammation et le contrôle de la 
qualité du pool mitochondrial, IRGM pourrait être étudiée de façon plus approfondie. Une 
souche de souris présentant un KO génétique sur IRGM pourrait, par exemple, être utilisée 
afin de caractériser l’importance de cette protéine dans la réponse des cellules immunitaires à 
la présence de particules aluminiques. Un défaut en IRGM pouvant, en effet, être vu comme 
un bon modèle de défaut autophagique sur la régulation inflammatoire et mitochondriale. 
 
Plus largement, des études physico-chimiques caractérisant précisément la taille et la forme 
des particules aluminiques en relation avec différents paramètres tels que le pH, la 
concentration en particules, la composition du solvant ou la présence d’antigène 
permettraient d’améliorer grandement la compréhension des interactions entre cellules et 
particules.  
 
Cette première étape de caractérisation des particules aluminiques serait indispensable pour 
l’étude ultérieure du passage de la barrière hémato-encéphalique par ces particules en lien 
avec le statut inflammatoire, autophagique et métabolique des cellules immunitaires. 
 
Dans l’ensemble de ce travail de thèse et dans les perspectives développées jusqu’ici, l’accent 
a été mis sur les particules d’oxy-hydroxyde d’aluminium car ce composé est le plus utilisé. 
Cependant, il ne faut pas oublier que ces particules ne sont pas les seules à être utilisées dans 
les préparations vaccinales. Dès lors, il serait également intéressant d’approfondir l’ensemble 
des idées développées ci-dessus, aussi bien au niveau des recherches in vitro que des études 
animales, pour les autres composés aluminiques utilisés comme adjuvants vaccinaux parfois 
utilisés couplés, l’hydroxy-phosphate d’aluminium et le sulfate d’hydroxy-phosphate 
d’aluminium (propriété exclusive du laboratoire Merck). Il serait intéressant de prendre en 
compte ces particules dont la différence de taille ou de forme pourrait mener à une réponse 
différente de la part des cellules immunitaires isolées ou in vivo. 
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De plus, la possible combinaison des trois adjuvants et/ou de répétition des expositions 
pourrait également être envisagée afin de se rapprocher des conditions réelles. En effet, les 
manifestations d’EM/SFC sont généralement retrouvées après des injections vaccinales 
multiples, stimulant le système immunitaire de façon répété sans que cette composante n’ait 
réellement fait l’objet d’études approfondies (Gherardi, Crépeaux & Authier, 2019). 
 
Les études envisagées pourraient alors dépasser le cadre de l’EM/SFC car des particules 
aluminiques (sans précision de leur origine) sont également observées au niveau cérébral dans 
des cas de maladie d’Alzheimer, de sclérose en plaque et d’autisme (Exley & Clarkson, 
2020). 
 
De même, un cadre encore plus large pourrait se dessiner dans la mesure où plusieurs 
composés aux propriétés adjuvantes pourraient produire, chez des personnes probablement 
prédisposées, des symptômes similaires à ceux de l’EM/SFC et regroupés sous le terme ASIA 
pour syndrome d’auto-immunité/auto inflammation induite par les adjuvants (Shoenfeld & 
Agmon-Levin, 2011). Parmi ces composés aux propriétés adjuvantes, peuvent être cités les 
particules aluminiques bien entendu, mais également la silicone utilisée en chirurgie 
esthétique ou les éléments infectieux naturels tels que les bactéries et virus. Parmi les 
bactéries, le cas des Borreliae, responsables de la maladie de Lyme et transmises par les 
piqures de tiques, peut être cité. En effet, ces bactéries pourraient, dans certaines 
circonstances, se soustraire à l’action des mécanismes d’élimination cellulaire dont 
l’autophagie (Buffen et al., 2016). La dérégulation engendrée par la présence prolongée de ce 
pathogène dans l’organisme est ainsi suspecté d’être à l’origine de troubles biochimiques dans 
le système nerveux central pouvant être à l’origine de nombreuses maladies, y compris 
l’EM/SFC (Bransfield, 2018). 
 
Parmi les virus, le cas très actuel du SARS-CoV-2 peut être cité. Ainsi les observations et 
hypothèses décrites dans cette thèse pourraient également servir de support dans la 
compréhension de la pandémie actuelle, en particulier des formes longues du Covid 19, 
présentant des similitudes de symptômes avec l’ASIA notamment par la présence de fatigue 
chronique et d’un sommeil non réparateur (Mandal et al., 2021). 
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A.1. Aspect sociétal et réflexion autour des adjuvants aluminiques. 
 
Afin de compléter la section Contexte et problématique de ce manuscrit de thèse et de faire le 
lien entre l’aspect scientifique abordé ici et l’aspect sociétal, il semble intéressant de 
développer quelques notions fréquemment abordées par les médias. Dans un contexte global 
où la désinformation est de plus en plus décriée, il est en effet important de replacer les 
connaissances scientifiques actuelles dans un contexte sociétal. 
 
Les notions développées ici ne cherchent en aucune façon à alimenter la polémique sur la 
vaccination. Son but est d’apporter des réponses argumentées à la lumière des connaissances 
scientifiques actuelles en réponse aux principaux arguments avancés comme preuve de 
l’innocuité des adjuvants aluminiques et justifiant leur utilisation en médecine humaine. S’il 
est aisé pour le grand public de tomber dans un extrême anti-vaccin, il ne faut pas non plus 
appliquer la logique inverse et faire confiance aveuglément. N’oublions pas que « Douter de 
tout ou tout croire sont deux solutions également commodes, qui l'une et l'autre nous 
dispensent de réfléchir. » (Henri Poincaré). 
 
 

A.1.1. Le choix de la vaccination 
 
Ce chapitre est des plus à propos dans la situation pandémique liée au Covid 19 et à son 
variant delta, en particulier en France, après que le président de la République a annoncé le 
12 juillet 2021 son intention de rendre obligatoire la vaccination contre le SARS-CoV-2 pour 
les professionnels au contact des personnes vulnérables. Ce manuscrit ne traite cependant 
pas du sujet Covid 19 bien que plusieurs éléments développés dans la suite de ce chapitre 
soient applicables dans un cadre plus large que celui des vaccins aluminiques. 
 
Dès son obligation pour les enfants au Royaume-Uni en 1853, le vaccin contre la variole qui 
ne deviendra obligatoire en France qu’en 1902, suscite une virulente vague de contestation. 
Certains ne veulent pas être vaccinés par choix éclairé, par idéologie ou par peur de réaction 
indésirable, entre autre (Yaqub et al., 2014). En 1898 l’introduction dans la loi britannique, 
d’une « clause de conscience » autorise les réfractaires à se soustraire à la vaccination. Ce 
débat, toujours d’actualité, entre les partisans de la liberté vaccinale et les adeptes de la 
couverture maximale ne sera peut-être jamais tranché (Bazin, 2008).  
 
En France, la lutte contre l’obligation vaccinale s’appuie souvent sur l’article L1111-4 du 
code de la santé publique français concernant les droits des patients et stipulant qu’ « aucun 
acte médical ni aucun traitement ne peut être pratiqué sans le consentement libre et éclairé de 
la personne et ce consentement peut être retiré à tout moment. » (legifrance.gouv.fr, 2002). 
L’obligation vaccinale peut donc, à juste titre, être perçue comme une atteinte à cette liberté 
de consentement éclairé. Cependant, cet article stipule également, que « dans le cas où le 
refus d'un traitement par la personne titulaire de l'autorité parentale ou par le tuteur risque 
d'entraîner des conséquences graves pour la santé du mineur ou du majeur sous tutelle, le 
médecin délivre les soins indispensables. ». Le médecin est donc garant de la prise de décision 
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concernant la vaccination des mineurs en vertu de son expertise en matière de santé. De plus, 
l’article conclut par « les dispositions du présent article s'appliquent sans préjudice des 
dispositions particulières relatives au consentement de la personne pour certaines catégories 
de soins ou d'interventions. ». Or, jusqu’au 1er janvier 2018 les vaccins faisaient partie de ces 
catégories définies par l’article L3116-4 du même code : « le refus de se soumettre ou de 
soumettre ceux sur lesquels on exerce l'autorité parentale ou dont on assure la tutelle aux 
obligations de vaccination prévues ou la volonté d'en entraver l'exécution sont punis de six 
mois d'emprisonnement et de 3750 Euros d'amende. » (legifrance.gouv.fr, 2007). Cette 
condamnation pénale a cependant été abrogée par la loi du 30 décembre 2017 rendant 
obligatoire les 11 vaccins présentés Tableau 49 pour les enfants nés après le 1er janvier 2018. 
La France impose donc aujourd’hui de faire vacciner les enfants avec 11 vaccins mais 
autorise les parents à se soustraire à cette obligation avec pour « seule » conséquence que les 
enfants non vaccinés se verront refuser l'accès aux crèches, écoles, colonies ou autres 
collectivités. 
 
Le discours pro-vaccinal met généralement en avant le taux de couverture vaccinale pour 
convaincre de l’importance de la vaccination en plus de la protection individuelle contre les 
maladies visées par les vaccins. Ce taux mesure la proportion de personnes vaccinées dans 
une population à un moment donné et permet aux pouvoirs publics d’analyser l’application 
d’un programme de vaccination (Santé publique France, 2018). Ce taux est un indice 
primordial pour estimer la protection d’une population face à une maladie infectieuse. En 
effet, pour empêcher une maladie de se répandre dans une population, il faut qu’un certain 
pourcentage de personnes au sein de cette population soit vacciné afin que les personnes non 
vaccinées et donc sensibles, soient suffisamment éloignées les unes des autres pour ne pas se 
transmettre la maladie depuis le patient zéro. Plus une maladie est contagieuse, plus le nombre 
de personnes vaccinées devra être important pour protéger ceux qui ne le sont pas : c’est 
l’immunité de groupe (John & Samuel, 2000). Cette notion explique clairement que le choix 
de se faire vacciner ou non n’a pas uniquement un impact sur sa propre santé mais également 
sur la santé globale de la population à laquelle le décisionnaire appartient en empêchant, ou 
non, la propagation de maladies vers d’autres personnes non vaccinées ou vers des personnes 
plus fragiles comme les personnes âgées, les femmes enceintes ou les jeunes enfants.  
 
En France, jusqu’au 1er janvier 2018, les trois vaccins obligatoires pour les enfants étaient 
dirigés contre le tétanos, la diphtérie et la poliomyélite. Les 8 autres vaccins présents dans le 
Tableau 49 étaient alors recommandés mais pas obligatoires, bien qu’appliqués par les 
parents à plus de 70 % (Solidarites-sante.gouv.fr, 2019). Cependant, selon le même procédé 
que pour les vaccins DTPolio sans Al (E3M, 2015b), le vaccin trivalent seul était en rupture 
de stock depuis janvier 2015, obligeant les patients à choisir des vaccins multivalents 
contenant jusqu’à trois valences supplémentaires (coqueluche, haemophilus influenza B et 
hépatite B) qui étaient recommandées mais pas obligatoires. Or, selon les données émanant du 
conseil d’état, le 8 février 2017, après que « plusieurs dizaines de personnes ont demandé au 
ministre chargé de la santé de prendre les mesures permettant de rendre disponibles des 
vaccins correspondant uniquement aux trois obligations de vaccinations », le conseil d'état et 
la juridiction administrative ont jugé que si la loi n’imposait que trois valences, il devait être 
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possible de s’y conformer (conseil-etat.fr, 2017). Cette décision laissait donc 6 mois au 
gouvernement pour prendre les mesures nécessaires à la remise sur le marché d’un vaccin 
DTPolio seul.  
 
La réponse du ministère des solidarités et de la santé s’est présentée sous la forme d’un projet 
de loi datant d’octobre 2017 suivi d’un décret d’application du 25 janvier 2018 
(legifrance.gouv.fr, 2018). Ce décret a fait passer le nombre de vaccins obligatoires de 3 à 11 
(Tableau 49), englobant ainsi les 8 vaccins recommandés et soustrayant le gouvernement à 
son obligation de remise sur le marché du DTPolio seul puisque le vaccin hexavalent 
DTPolio, coqueluche, hépatite B, haemophilus influenzae B permettait maintenant de 
répondre à l’obligation vaccinale française. Officiellement, le gouvernement, qui n’avait 
aucun moyen de pression sur les industries pharmaceutiques pour le retour d’un vaccin 
trivalent, souhaitait par cette mesure forte permettre de faire remonter la couverture vaccinale 
insuffisante pour les maladies contre lesquelles les vaccins étaient jusqu’alors recommandés 
mais pas obligatoires. Face à la recrudescence de maladies comme la rougeole ou la 
méningite, la Ministre de la santé de l’époque a fait de l’amélioration de la couverture 
vaccinale sur les 8 maladies introduites dans la nouvelle obligation vaccinale, une priorité de 
santé publique (Solidarites-sante.gouv.fr, 2019). 
 
Tableau 49 : Vaccinations obligatoires sur la première année pour les nourrissons nés à partir 

du 1er janvier 2018 
 

Âge (mois) 2 4 5 11  12 

Diphtérie, Tétanos, Poliomyélite, 
Coqueluche acellulaire, 
haemophilus influenzae B  
Hépatite B * 

X X  X  

Pneumocoque * X X  X  

Méningocoque C *   X  X 

Rougeole-Oreillons-Rubéole     X 
* vaccins contenant un adjuvant aluminique (oxy-hydroxyde d’Al et/ou phosphate d’Al) 

 
Notons cependant que les pays nordiques (Suède, Finlande et Pays-Bas) qui ne possèdent 
aucune obligation vaccinale, disposent d’un taux de couverture vaccinale excellent pour tous 
les vaccins, protégeant ainsi la population contre les épidémies (vaccination-info-service.fr, 
2018b). Il ne semble donc pas nécessaire de rendre obligatoire la vaccination pour que le taux 
de couverture vaccinale soit apte à protéger la population. Une enquête récente sur la défiance 
vaccinale en France démontre que la plupart des personnes ne sont pas opposées à la 
vaccination mais demeurent inquiètes quant aux risques d’effets indésirables notamment dûs 
aux adjuvants (Caudal et al., 2020). Cette étude rapporte une demande citoyenne vers plus 
d’informations scientifiques objectives et une plus grande transparence sur la composition des 
vaccins, leur efficacité et leurs effets indésirables.  
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A.1.2. La garantie de la sécurité 
 
Une nouvelle catégorie de personnes vient aujourd’hui s’ajouter aux anti-vaccins refusant 
catégoriquement la vaccination et aux pro-vaccins convaincus par les bienfaits d’une 
vaccination globale sans aucune remise en question : les critiques, dont le slogan pourrait être 
« Vaccinons nous, oui mais pas n’importe comment ! ». Ces personnes bienveillantes envers 
la vaccination et généralement vaccinées, ne souhaitent en aucun cas abroger la vaccination 
mais se posent des questions sur les composés utilisés et regrettent le manque d’informations 
disponibles pour trancher, notamment sur l’efficacité exacte des vaccins, et sur la garantie de 
sécurité de leurs composants. Généralement cataloguées comme étant anti-vaccins par les 
personnes ne souhaitant pas se poser de questions et par celles que ces questions dérangent, 
les questions posées n’en sont pas moins pertinentes, en particulier sur les adjuvants. En effet, 
de façon surprenante, les adjuvants aluminiques n’ont fait l’objet d’aucune investigation 
expérimentale officielle à ce jour, et ceci malgré la neurotoxicité bien établie de l’Al. L’OMS 
signalait d’ailleurs en 2004 que « l’innocuité des adjuvants est un domaine important et 
négligé. Dans la mesure où les adjuvants ont leurs propres propriétés pharmacologiques 
susceptibles de modifier l’immunogénicité et la sécurité des vaccins, l’évaluation de leur 
innocuité est indispensable. » (World Health Organization, 2004). Pour sa part, l’Académie 
Nationale de Pharmacie, « est favorable à ce que des travaux expérimentaux rigoureux soient 
réalisés pour tenter d’évaluer la réalité de la responsabilité des adjuvants aluminiques dans les 
manifestations cliniques observées » (Académie nationale de Pharmacie, 2016). Ces études 
sur l’innocuité des adjuvants aluminiques seraient menées en tenant compte d’un ensemble de 
paramètres jusqu’ici peu étudiés, pouvant contribuer à l’apparition d’un risque éventuel. 
 
Contrairement aux médicaments conventionnels, les vaccins sont administrés à des sujets 
sains qu’il faut convaincre de leur utilité et de leur innocuité. Dans ce contexte, et avant même 
la crise sanitaire débutée en 2020, la question vaccinale était devenue une question sociétale 
majeure, ce qui a conduit à la mise en place d’une concertation citoyenne nationale sur la 
vaccination, présidée par Alain Fischer (DILA (Direction de l’information légale et 
administrative), 2016). Selon les conclusions de son rapport final rendues le 30 novembre 
2016, plusieurs facteurs contribuent à la défiance vis-à-vis de la vaccination, “notamment : 

 Les soupçons de collusion entre autorités de santé et industrie du médicament sous 
l’effet de scandales médiatisés ; 

 La disparition de nombreuses maladies infectieuses qui interroge sur le bien-fondé de 
poursuivre la vaccination ; 

 La question des adjuvants dans les vaccins ; 

 La position des médecins qui se plaignent d’un déficit de formation pour convaincre 
des patients réticents ; 

 La complexité du parcours de vaccination (obligation d’une ordonnance médicale, 
achat en pharmacie du vaccin, puis vaccination médicale, etc.) ; 

 Le manque d’information des médecins sur le statut vaccinal de leurs patients (carnets 
perdus ou non présentés) ; 
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 Les crises sanitaires (Médiator, sang contaminé, etc.) et l’insuffisante réactivité des 
réponses et de l’engagement des pouvoirs publics qui ont laissé le champ libre à la 
propagande anti-vaccinale.” (DILA (Direction de l’information légale et 
administrative), 2016).  

 
Au cœur du débat sur la sécurité des vaccins se trouvent donc les adjuvants, composés 
essentiels pour une immunisation forte et durable. La controverse s’est essentiellement 
concentrée sur les sels d’Al et s’est traduite par diverses actions menées par les associations 
de patients (E3M, 2015c; REVAHB, 2016), la publication d’ouvrages pour le grand public, 
soit critiques (Gherardi, 2016) soit rassurants (Sansonetti, 2017), la tenue de blogs 
scientifiques (Vaccine papers, 2015), la rédaction de rapports techniques institutionnels 
(InVS-AFSSA-AFSSAPS, 2003; Bégué et al., 2012; Haut Conseil de Santé Publique, 2013), 
et la tenue de réunions de réflexion d’initiative parlementaire (Assemblée Nationale, 2012; 
OPECST, 2014b). Si le principe même de la vaccination n’a jamais été remis en cause au 
cours de ces échanges, le degré exact de sécurité des vaccins contenant de l’Al est resté l’objet 
d’un disensus persistant. Signalons d’autre part qu’aucun adjuvant aluminique n’a été 
approuvé pour l’injection IM ou SC chez l’homme puisque les adjuvants ne sont approuvés 
qu’en tant que part de la préparation vaccinale et que cette préparation est utilisée comme 
placebos dans les essais sur l’innocuité des vaccins, garantissant de fait l’approbation clinique 
de nombreux vaccins (Shardlow, Mold & Exley, 2018). Les études comparant la survenue 
d’effets secondaires des vaccins à de réels placebos sont rares. Une étude en double aveugle 
portant sur le vaccin anti-H1N1 a recensé les effets secondaires survenus à la suite d’une 
injection de placebo, de vaccin total ou d’antigènes à différentes doses. Si le placebo, 
dépourvu d’antigènes et d’adjuvant, présente tout de même un taux d’apparition d’effets 
indésirables non négligeable de l’ordre de 16 %, ce taux augmente à 30 % en présence 
d’antigènes seuls et atteint 41 % si l’antigène est couplé à un adjuvant. Avec une dose 
d’antigène inférieure, le taux d’effets secondaires recensé est de 10 % avec l’antigène seul 
contre 28 % quand l’Al est présent (Liang et al., 2010). Bien que les auteurs ne 
communiquent pas sur cet aspect de leur travail, le triplement de l’incidence des effets 
adverses des vaccins en présence d’Al semble démontrer que l’utilisation de vrais placebos 
rendrait bien plus compliquée l’approbation de l’Al pour une utilisation vaccinale. 
 
La survenue de douleurs musculaires et articulaires, d’une fatigue chronique et de troubles 
neurologiques postérieurement à de multiples injections de vaccins aluminiques, contre 
l’hépatite B, le tétanos et le papilloma virus humain (HPV) notamment, a été rapportée dans 
de nombreux pays : Australie (Richards et al., 2012), Canada (CMAJ, 1993; Jastaniah et al., 
2003), Danemark (Brinth et al., 2015; Brinth, 2015), France (Gherardi et al., 2001a; Authier 
et al., 2003; Bonnefont-Rousselot et al., 2004), Grande Bretagne (Exley et al., 2009; Shivane 
et al., 2012), Italie (Palmieri et al., 2016), Israël (Agmon-Levin et al., 2014b), Japon 
(Kinoshita et al., 2014; Hotta et al., 2016), Mexique (Martínez-Lavín, Martínez-Martínez & 
Reyes-Loyola, 2015), Portugal (Santiago et al., 2015), et USA (Blitshteyn, 2014). 
Néanmoins, au-delà de l’association temporelle, l’existence d’un lien de causalité reste une 
question non résolue, ni dans un sens ni dans l’autre. Pour la vaccination contre le HPV par 
exemple, le risque de survenue des symptômes sus-cités, pouvant participer à l’une ou 
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plusieurs entités cliniques (Brinth, 2015) – Encéphalomyélite myalgique ou syndrome de 
fatigue chronique (EM/SFC), syndrome douloureux régional (SDR), syndrome de tachycardie 
posturale orthostatique (STPO) – émerge au plan épidémiologique (Chandler et al., 2017). 
Une étude transversale systématique de 12 études publiées a montré un sur-risque de niveau 
modéré dans le groupe vacciné contre le HPV mais cette information doit tenir compte de 
l’utilisation quasi-systématique de groupes contrôles ayant reçu des adjuvants aluminiques, 
sous la forme d’un placebo contenant l’adjuvant ou, plus rarement, du vaccin contre l’hépatite 
A (soit 11 des 12 publications analysées, regroupant 29533 des 29600 patientes étudiées) 
(Gonçalves et al., 2014). Passant outre ce biais majeur mis en lumière dans la littérature 
scientifique (Exley, 2011), l’EMA a émis un avis négatif sur l’existence d’une association 
(European Medicines Agency, 2015). Des études pharmaco-épidémiologiques sont 
apparemment allées dans le même sens (Zureik et al., 2015; Scheller et al., 2015), mais, 
uniquement attachées à l’étude des grandes maladies auto-immunes spécifiques, elles ont 
exclu de leurs investigations les syndromes de EM/SFC, SDR et STPO ne permettant pas de 
conclure. La décision de l’EMA a provoqué une forte réaction de mécontentement et 
l’engagement de poursuites par la Cochrane Nordic (Gøtzsche et al., 2016). La question de 
l’existence d’un lien de causalité, et donc d’un authentique syndrome des adjuvants (Gherardi, 
2003; Shoenfeld & Agmon-Levin, 2011), ne sera peut-être jamais tranché par les approches 
épidémiologiques (Petrovsky, 2015b). Les performances de l’épidémiologie en matière de 
lien de causalité sont en effet notoirement limitées comme on peut le concevoir pour des 
effets multi systémiques à plus ou moins long terme de faibles doses cumulatives administrées 
dans un contexte d’expositions multiples. A défaut, le débat ne peut être éclairé qu’en 
établissant l’existence, ou non, d’un lien de causalité plausible sur le plan biologique.  
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A.1.3. Vaccination et économie 
 
La réticence plus ou moins marquée de la population face aux vaccins et aux adjuvants 
apparaît alors qu’une politique mondiale d’expansion des approches vaccinales est menée par 
l’OMS qui annonçait en 2012 l’élaboration de plus de 120 nouveaux vaccins, avant même la 
nécessité d’en développer d’autres pour endiguer la pandémie de Covid 19 (Kaddar, 2012). 
Cette crise sanitaire sans précédent a, en effet, créé une véritable course au vaccin pour la 
gestion de la pandémie. L’OMS prévoit une croissance annuelle de 20 % du marché des 
vaccins, pour un chiffre d’affaire passé de 5 à 43 milliards de dollars entre 2000 et 2016 et 
annoncé à plus de 100 milliards en 2025, sans prendre en compte les vaccins dirigés contre le 
SARS-CoV-2 (Kaddar, 2012). 
 
Cette rentabilité économique de la vaccination est en partie assurée par les adjuvants car 
« L’utilisation d’un adjuvant permet de réduire la quantité d’antigène par dose de vaccin tout 
en conservant une réponse vaccinale optimale et ainsi de produire davantage de doses dans 
un rapport qui peut aller de 1 à 2 à 1 à 4 pour une même quantité globale d’antigène 
disponible. » (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM), 
2009).  
 
Plus explicitement, les adjuvants, au-delà de leur rôle d’aide, peuvent également être utilisés 
pour réduire la quantité d’antigène nécessaire dans un vaccin sans changer la réponse 
vaccinale produite. Or le composé le plus onéreux des vaccins est justement l’antigène et 
l’utilisation d’adjuvant permet donc de réelles économies au vu de la quantité de doses 
produites annuellement. Dans ces conditions, il n’est donc pas étonnant que l’obligation 
vaccinale engendre le doute quant à une politique du profit au détriment de la santé publique 
(Belle, 2010). 
 
 

A.1.4. Communication médiatique 
 

A.1.4.1. Les adjuvants « ne sont pas nocifs » 
 
Les organismes sanitaires sont unanimes quant à l’innocuité des adjuvants Al alors que les 
scientifiques et une partie de la population se posent des questions quant à leur 
pharmacocinétique et à leur potentielle toxicité une fois injectés, notamment durant le 
développement d’individus immatures dans le cas des vaccins pédiatriques. Selon ces 
organismes, l’innocuité de l’Al vaccinal a été démontrée par de nombreuses recherches et 
études scientifiques. Ainsi, Madame la Ministre de la santé, a déclaré à la première séance de 
l’Assemblée Nationale du 26 juillet 2017 « Vous me demandez si nous pouvons trouver des 
adjuvants moins nocifs ; mais ils ne sont pas nocifs pour la santé, ainsi que tous les rapports 
le montrent. », « Je vous renvoie notamment à l’excellent rapport de l’Organisation mondiale 
de la santé publié en 2003 et à toutes les études scientifiques. Nous sommes dans l’irrationnel 
le plus total. Nous travaillons aujourd’hui à lutter contre les réseaux sociaux et contre la 
désinformation. » (Assemblée Nationale, 2017). Des propos similaires ont par ailleurs été 
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tenus par Mr le Ministre de la santé sur le plateau de BFM TV lors de la soirée spéciale du 
7 janvier 2021 « les sels d'aluminium... je ne crois pas du tout que les adjuvants soient 
dangereux, ça a été montré que ça ne l'était pas. Peu importe... y'a des gens qui se sont mis en 
tête que ça l'était, et c'est leur droit » (BFM TV, 2021). 
 
Cependant, « toutes les études scientifiques » citées sont au nombre de deux, l’étude de Keith 
et al., 2002 et sa mise à jour, Mitkus et al., 2011, dont les biais ont été exposés dans le 
chapitre I.3. de la section Contexte et problématique. Ces études théoriques, produites à la 
demande de la FDA par Mitkus et al., 2011, et bien que cette administration considère 
aujourd’hui cette étude comme obsolète, sont la référence pour l’OMS, le Center for Disease 
Control and Prevention (CDC) américain ou pour le vaccine knowledge project de la 
prestigieuse université d’Oxford (World Health Organization, 2012; Oxford vaccine group, 
2019; Centers for Disease Control, 2019).  
 
De plus, le rapport de l’OMS de 2003 évoqué par Madame la Ministre de la santé reste 
introuvable contrairement à un rapport de 2004 évoquant le fait que « l’innocuité des 
adjuvants est un domaine important et négligé. Dans la mesure où les adjuvants ont leurs 
propres propriétés pharmacologiques susceptibles de modifier l’immunogénicité et la sécurité 
des vaccins, l’évaluation de leur innocuité est indispensable. » (World Health Organization, 
2004). Finalement, le manque d’études démontrant indiscutablement la toxicité de l’Al 
vaccinal semble plus être le fait d’une absence de recherches en ce sens qu’une réelle absence 
de risque. 
 
 

A.1.4.2. L’Al est commun dans notre environnement 
 
Le caractère commun de l’Al dans notre environnement pourrait laisser présager de son 
innocuité, aussi il est facile de penser que l’Al vaccinal ne peut pas être néfaste pour la santé 
au regard de la dose infime injectée en comparaison avec les doses d’Al quotidiennement 
absorbées par la nourriture, les boissons ou l’exposition environnementale. La dose d’Al 
injectée est en effet très faible et toujours en deçà des doses maximales autorisées par l’OMS. 
Ces doses à ne pas dépasser ont été extrapolées à partir d’études dans lesquelles la voie 
d’exposition est la voie orale, puisque l’ingestion est la principale source de contamination à 
l’Al en termes de quantité. 
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a) Ingestion et injection : une comparaison incorrecte
 
Il existe en effet une grande différence entre l’Al ingéré et l’Al injecté 
2020). L’Al alimentaire est, pour un individu adulte sain, éliminé à 99,7
la barrière intestinale mature est assez hermétique (
de la vaccination, présentent néanmoins une barrière intestinale immature pouvant laisser 
passer jusqu’à 10 fois plus de m
ingéré peut donc être absorbé sous forme atomique dans la circulation sanguine, puis les reins 
vont filtrer environ 80 % de l’Al soluble (Al
& Moore, 1991; Priest et al., 1995)
l’adulte sain car le nourrisson possède une fonction rénale immature qui ne sera donc pas en 
mesure d’éliminer aussi efficacement l’Al sanguin soluble 
totalité de l’Al ingéré, seul 0,06
l’organisme avec une fixation préférentielle pour la matrice extracellulaire osseuse mais aussi 
dans les reins, la rate, la thyroïde et parathyroïde ou encore l
dépôts d’Al observés restent majoritairement extracellulaires 
une très faible proportion de l’Al ingéré pénètre dans l’organisme sous forme ionique et se 
distribue dans un espace très large, les cellules constituant 41
extracellulaire, les 59 % restant 
 

 
 

d’après (Forbes, 1987; Fatemi, Kadir & Moore, 1991; Mirza 
 
Pour l’Al vaccinal, la situation est bien différente puisqu’il est injecté directement dans un 
muscle. L’aiguille transperçant la barrière cutanée, 100
l’organisme (Figure 57). Les agglomérats présents dans les vaccins sont très peu solubles 
(Mold, Shardlow & Exley, 2016)
(environ 6 % chez le lapin) : 94
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Il existe en effet une grande différence entre l’Al ingéré et l’Al injecté 
. L’Al alimentaire est, pour un individu adulte sain, éliminé à 99,7 % dans les selles car 

la barrière intestinale mature est assez hermétique (Figure 56). Les enfants, principaux sujets 
de la vaccination, présentent néanmoins une barrière intestinale immature pouvant laisser 
passer jusqu’à 10 fois plus de métaux que la barrière mature (Calabrese, 1978)
ingéré peut donc être absorbé sous forme atomique dans la circulation sanguine, puis les reins 

% de l’Al soluble (Al3+) qui sera éliminé dans les urines 
, 1995). Ce taux d’élimination n’est également

l’adulte sain car le nourrisson possède une fonction rénale immature qui ne sera donc pas en 
mesure d’éliminer aussi efficacement l’Al sanguin soluble (Heilbron et al.
totalité de l’Al ingéré, seul 0,06 % sera donc retenu et distribué dans l’ensemble de 
l’organisme avec une fixation préférentielle pour la matrice extracellulaire osseuse mais aussi 
dans les reins, la rate, la thyroïde et parathyroïde ou encore le cerveau. Au niveau cérébral, les 
dépôts d’Al observés restent majoritairement extracellulaires (Mirza et al.
une très faible proportion de l’Al ingéré pénètre dans l’organisme sous forme ionique et se 
distribue dans un espace très large, les cellules constituant 41 % du poids du corps et l’espace 

% restant (Forbes, 1987).  

Figure 56 : Devenir de l'Al ingéré 
(Forbes, 1987; Fatemi, Kadir & Moore, 1991; Mirza et al.
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particulaire (Flarend et al., 1997; Masson 
capturés par les macrophages immédiatement après l’injection 
Cadusseau & Authier, 2014)
cellulaire (Hamilton, Byrne & Whitty, 2000)
de l’AH (Morefield et al., 2005)
distants (Wang et al., 2013)
d’antigènes (Carbone, Belz & Heath, 2004)
intracellulaires et être déplacés dans l’organisme (système lymphatique et éventuellement 
système nerveux) par les cellules du système immunitaire 
alimentaire, le volume de diffusion de l’Al vaccinal est donc très faible, limité au cytoplasme 
des seuls macrophages, un des 200 types cellulai
circulent et distribuent leur cargo aux cellules de leur lignée (comme les cellules microgliales 
du système nerveux central), la dilution de la dose initiale est faible car il n’y a pas de dilution 
notable dans l’espace extracellulaire, et la distribution intracellulaire n’intéresse qu’un 
maximum possible de 2.1012 cellules, le nombre total de cellules de la lignée des macrophages 
(Lee, 1993). 
 

 
Figure 

d’après 
 
En conclusion, les toxicologues avertis ont maintenant compris qu’il n’est pas pertinent de 
comparer la toxicité d’Al de forme différente (soluble 
différente (orale vs IM) (Willhite 
d’autant plus nécessaire qu’il est maintenant 
poison » en matière de neurotoxicité chronique des adjuvants aluminique
caractéristiques particulaires de l’adjuvant (notamment la taille des particules, cf paragraphe 
I.4.1.2. de la section Contexte et problématique
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, 1997; Masson et al., 2018). Les agglomérats sont massivement 
capturés par les macrophages immédiatement après l’injection (Khan et al.
Cadusseau & Authier, 2014). Cette phagocytose massive augmente la durée de survie 

(Hamilton, Byrne & Whitty, 2000) et permet une action immunologique prolongée 
, 2005) ainsi que l’activation des cellules immunitaires des organes 

, 2013) et le transfert de particules entre les cellules présentatrices 
(Carbone, Belz & Heath, 2004). Les agglomérats phagocytés vont donc rester 

intracellulaires et être déplacés dans l’organisme (système lymphatique et éventuellement 
système nerveux) par les cellules du système immunitaire (Khan et al., 2013)
alimentaire, le volume de diffusion de l’Al vaccinal est donc très faible, limité au cytoplasme 
des seuls macrophages, un des 200 types cellulaires de l’organisme. Même si ces derniers 
circulent et distribuent leur cargo aux cellules de leur lignée (comme les cellules microgliales 
du système nerveux central), la dilution de la dose initiale est faible car il n’y a pas de dilution 

pace extracellulaire, et la distribution intracellulaire n’intéresse qu’un 
cellules, le nombre total de cellules de la lignée des macrophages 

Figure 57 : Devenir de l'Al injecté 
d’après (Lee, 1993; Masson et al., 2018) 

En conclusion, les toxicologues avertis ont maintenant compris qu’il n’est pas pertinent de 
comparer la toxicité d’Al de forme différente (soluble vs particulaire) et administré par voie 

(Willhite et al., 2014; McFarland et al., 2020). Cette précaution est 
d’autant plus nécessaire qu’il est maintenant établi que « ce n’est pas la dose qui fait le 

n matière de neurotoxicité chronique des adjuvants aluminique
caractéristiques particulaires de l’adjuvant (notamment la taille des particules, cf paragraphe 

de la section Contexte et problématique) (Crépeaux et al., 2017).  
 

. Les agglomérats sont massivement 
et al., 2013; Gherardi, 

. Cette phagocytose massive augmente la durée de survie 
et permet une action immunologique prolongée 

ainsi que l’activation des cellules immunitaires des organes 
et le transfert de particules entre les cellules présentatrices 

cytés vont donc rester 
intracellulaires et être déplacés dans l’organisme (système lymphatique et éventuellement 

, 2013). Comparé à l’Al 
alimentaire, le volume de diffusion de l’Al vaccinal est donc très faible, limité au cytoplasme 

res de l’organisme. Même si ces derniers 
circulent et distribuent leur cargo aux cellules de leur lignée (comme les cellules microgliales 
du système nerveux central), la dilution de la dose initiale est faible car il n’y a pas de dilution 

pace extracellulaire, et la distribution intracellulaire n’intéresse qu’un 
cellules, le nombre total de cellules de la lignée des macrophages 

 

En conclusion, les toxicologues avertis ont maintenant compris qu’il n’est pas pertinent de 
particulaire) et administré par voie 

. Cette précaution est 
ce n’est pas la dose qui fait le 

n matière de neurotoxicité chronique des adjuvants aluminiques, mais plutôt les 
caractéristiques particulaires de l’adjuvant (notamment la taille des particules, cf paragraphe 
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b) Ingestion et injection : une histoire de dose 
 
Selon un rapport de l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA), devenue 
Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail 
(ANSES) en 2010, l’apport moyen en Al lié aux denrées alimentaires est de 
0,43 mg/kg/semaine chez les nourrissons (0-3 ans), de 0,26 mg/kg/semaine en moyenne chez 
les enfants (3-17 ans) et 0,16 mg/kg/semaine chez l’adulte (18 ans et plus) (anses.fr, 2008). 
Bien qu’ancien d’une dizaine d’années, ce rapport est cohérent avec les données plus récentes 
émanant du conseil supérieur de la santé belge (Conseil supérieur de la santé, 2015) et ne 
semble pas donner de valeurs aberrantes au vu des récentes mesures de concentration en Al 
effectuées dans diverses préparations alimentaires infantiles (Redgrove et al., 2019). 
 
D’après les calculs, un adulte ingère 0,16 mg d’Al par kilogramme de poids corporel par 
semaine soit (0,16 / 7) 0,023 mg/kg/jour ou 23 µg d’Al/kg/j. De ces 23 µg, seul 0,06 % vont 
réellement être absorbés par la barrière intestinale soit (23*0,0006) 0,014 µg d’Al/kg/j et donc 
(0,014*60) 0,84µg/j pour un adulte de 60 kg. Pour le nourrisson, la méthode de calcul est la 
même en partant d’une exposition initiale de 0,43 mg d’Al/kg/semaine soit (0,43 / 7) 
0,06 mg d’Al/kg/j ou 60 µg d’Al/kg/j. Avec une absorption sous-évaluée du fait de 
l’immaturité de la barrière intestinale, (0,0006 * 60) 0,037 µg d’Al/kg est absorbé soit un total 
de 0,185 µg/j pour un nourrisson de 5 kg.  
 
Chez l’adulte, un calcul basé sur le vaccin Engerix B® contenant 500 µg d’Al dont 94 % est 
effectivement capturé par les macrophages après injection, estime l’apport d’Al vaccinal à 
470 µg d’Al contre 0,84 µg d’Al pour l’apport alimentaire. Pour le nourrisson de 2,5 mois, la 
première vaccination est composée le plus souvent de l’Infanrix hexa® (GSK Vaccines) 
contenant 820 µg d’Al et du Prevenar 13® (Pfizer) contenant 125 µg d’Al pour un total de 
945 µg d’Al (Angrand et al., 2020). En considérant 94 % de capture cellulaire, cela 
correspond à un apport de 888,3 µg d’Al en une journée contre 0,185 µg/j pour l’apport 
alimentaire. L’apport d’Al par la vaccination représente donc, le jour de l’injection, 560 fois 
l’apport alimentaire pour les adultes et 4 802 fois cette dose pour les nourrissons. 
 
Sur l’ensemble de la première année de vie, le bébé ingère une quantité théorique de (0,43 * 
52 * 8) 178 mg d’Al dont 0,06 % au minimum sont absorbés soit 0,107 mg ou 107 µg pour un 
enfant de un an pesant 8 kg. Sur cette même première année, la dose d’Al injecté par les 
vaccins représente 3 835 µg d’Al (soit 3 injections d’Infanrix hexa®, 3 injections de Prevenar 
13® (Pneumocoque) et 2 injections de Neisvac® (Méningocoque) (Pfizer) contenant 500 µg 
d’Al, selon le calendrier détaillé en (Tableau 49), le vaccin Rougeole-Oreillons-Rubéole ne 
contenant pas d’Al. La quantité d’Al diffusant dans l’organisme est de 94 % de cette quantité 
soit 3 605 µg. Cette dose est environ 34 fois supérieure à l’Al absorbé par voie alimentaire 
durant la même période. 
 
Les vaccins contenant de l’Al sont ainsi en réalité la principale source d’exposition à l’Al et 
les calendriers vaccinaux pédiatriques modernes induisent pour les nourrissons un risque 
d’exposition aiguë, répétée et éventuellement chronique à des niveaux toxiques d’Al dont les 
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seuils en matière d’innocuité reposent uniquement sur des études d’exposition alimentaire 
chez des souris et des rats adultes (Lyons-Weiler & Ricketson, 2018) (cf le chapitre I.3.3.4. de 
la section Contexte et problématique). L’exposition à l’aluminium par le biais d’un vaccin 
doit donc être considérée, par rapport au régime alimentaire, comme une exposition aiguë, et 
non comme une exposition sans risque car particulièrement faible (Exley, 2020).  
 
 

A.1.4.3. Un recul de 90 ans 
 
La première séance de l’assemblée nationale du 26 juillet 2017 a également vu Madame la 
Ministre de l’époque expliquer que « nous avons sur les adjuvants un recul d’utilisation de 
quatre-vingt-dix ans et plusieurs centaines de millions de doses ont été utilisées depuis que les 
vaccins existent. » (Assemblée Nationale, 2017). Il faut cependant avoir à l’esprit que le 
système de pharmacovigilance n’a été mis en place que dans les années 70 après une suite de 
catastrophes sanitaires dont le plus marquant est certainement le scandale de la Thalidomide® 
à la fin des années 50. Ce composé a été prescrit aux femmes enceintes comme sédatif ou 
pour lutter contre les nausées matinales dans de nombreux pays dont l’Allemagne, premier 
pays de synthèse et de commercialisation de cette molécule (Weiss, 2000). Les graves 
malformations congénitales (absence de membres, doigts surnuméraires) observées dans les 
années qui ont suivi, chez près de 15 000 enfants nés de mères ayant pris de la thalidomide 
pendant leur grossesse, ont eu un fort impact auprès du grand public, du monde scientifique et 
des gouvernements (Weiss & Landrigan, 2000). A Atlanta en 1967, un programme de 
surveillance des malformations congénitales a été mis en place à la suite de cette affaire au 
sein du CDC (Weiss & Landrigan, 2000), et la réglementation des médicaments a fortement 
évolué, notamment grâce à la création du centre mondial de la pharmacovigilance, 
aujourd’hui situé en Suède. Les premiers centres hospitaliers de pharmacovigilance se mettent 
en place, en France, à partir de 1973 et l’équivalent américain, les Vaccine Adverse Event 
Reporting System, spécialisés dans les accidents vaccinaux, sont opérationnels aux USA à 
partir de 1990 après le vote du National childwood vaccine injury act de 1986. Le recul sur 
l’utilisation des vaccins et de leurs adjuvants ne date donc que d’une quarantaine d’années. 
 
A cela s’ajoute le fait que la réelle utilisation massive des adjuvants aluminiques dans les 
vaccins obligatoires, notamment pour les nourrissons, date des années 1990 (Di Pasquale et 
al., 2015). En effet jusqu’à l’introduction du vaccin contre l’hépatite B dans les années 90, 
seuls les vaccins contre la diphtérie, le tétanos et la poliomyélite pouvaient contenir un 
adjuvant à base d’Al. C’est dans les années 90 que la politique vaccinale s’est intensifiée avec 
une augmentation du nombre d’injections de vaccins adjuvés sur Al, ce qui signifie que le 
recul maximal sur l’Al vaccinal à l’échelle mondiale remonte au mieux à 30 ans. 
 
Par ailleurs, il semblerait que le système de pharmacovigilance sous-estime le nombre d’effets 
indésirables graves des vaccins étant donné que seul 1 à 10 % de ces effets sont effectivement 
recensés en France, soit par manque de temps, soit par manque de compréhension de l’intérêt 
en termes de santé publique, soit par manque de lien effectué par le médecin entre l’effet et la 
cause (Autret-Leca et al., 2011). Ce chiffre est d’ailleurs retrouvé pour plusieurs autres pays 
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comme le Royaume-Uni (Hazell & Shakir, 2006) ou les États-Unis (Scott et al., 1987; 
Kessler, 1993) suggérant une large sous-estimation des effets secondaires des vaccins au 
niveau mondial. Les derniers scandales sanitaires concernant le mediator® ou la dépakine® 
nous montrent bien les limites de la pharmacovigilance. Le bon sens voudrait donc que le 
principe de précaution soit appliqué lorsque des doutes sont émis au sujet d’une molécule en 
la retirant du marché le temps que des contrôles indépendants et adéquats soient effectués 
quant à sa réelle innocuité, en particulier quand des molécules analogues sont susceptibles de 
la remplacer. 


