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Liste des abréviations 

ABC ATP-binding cassette GDNF 
Glial cell-derived neurotrophic 
factor 

PLL Poly-L-lysine 

AChE Acétylcholinestérase GLA Glufosinate d’ammonium PND Postnatal day 

ADME 
Absorption, Distribution, Métabolisation et 
Elimination 

Glu Glutamate PNH Primate non-humains 

ADN acide désoxyribonucléique GLY Glyphosate POEA Polyoxyéthylène amine 
ADNc ADN complémentaire GPX Glutathion peroxydase Poly (I:C) Polyinosinic:polycytidylic acid 
AEG N-(2-aminoethyl)glycine GS Glutamine synthetase PPO Protoporphyrinogen oxidase 

ANSES 
Agence nationale de sécurité sanitaire de 
l'alimentation, de l'environnement et du 
travail 

GSH Glutathion RCPG Récepteur couplé aux protéines G 

APP amyloid precursor protein GSK-3 Glycogène synthase kinase 3 RMS Rostral migratory stream 
ARN acide ribonucléique GST Glutathion S-transférase ROS Reactive oxygen species 

Aβ Amyloid β HPLC 
High performance liquid 
chromatography 

RT Reverse Transcription 

BAMA β-amino-N-méthyl alanine ICC Immunocytochimie RT-qPCR  
Quantitative reverse transcription‐
polymerase chain reaction 

BDNF Brain-derived neurotrophic factor iGluR Ionotropic glutamate receptors SGZ Subgranular zone 
BHE Barrière hémato encéphalique IL-10 Interleukine 10 SLA Sclérose Latérale Amyotrophique  

BMAA β-N-méthylamino-L-alanine IL-1β Interleukine 1 bêta SLA-PDC SLA-Parkinson Disease complex  
BO Bulbes olfactifs IL-6 Interleukine 6 SLC Solute carrier 
BSA Bovine serum albumine LCR Liquide céphalo-rachidien SNC Système nerveux central 
CC3 Cleaved caspase-3 LDH Lactate deshydrogénase SNP Système nerveux périphérique 

CEA 
Le Commissariat à l'énergie atomique et 
aux énergies alternatives 

LOAEL  
Lowest-observed-adverse-effect 
level 

SOD Superoxyde dismutase 

CHPG (RS)-2-chloro-5-hydroxyphénylglycine LPS Lipopolysaccharide SSC Side scatter 

CIRC 
Centre international de recherche sur le 
cancer 

MA Maladie d’Alzheimer SVZ Subventricular zone 

CL50 Concentration Létale 50 MAM méthylazoxyméthanol TDP-43 TAR DNA-binding protein 43 
CMR Cancérogène, mutagène et reprotoxique MAP Microtubule associated protein TGF-β Transforming growth factor beta 
DAB diaminobutyric acid MBP Myelin basic protein TLR Toll-like receptors 
DAP Acide 2,3-diaminopropionique mGluR Metabotropic glutamate receptor TNFα Tumor Necrosis Factor 
DCX Doublecortine MND Maladie neurodégénérative   

DDT Dichlorodiphényltrichloroéthane MOG 
Myelin oligodendrocyte 
glycoprotein 

TSA Trouble du spectre de l'autisme 

DG Dendate gyrus MP Maladie de Parkinson ULA Ultra Low Attachment 

DJA Dose Journalière Autorisée MTT 
(bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium 

UPLC 
Ultra Performance Liquid 
Chromatography 

DL50 Dose Létale 50 NAM Negative Allosteric Modulators Xc Cystine/glutamate transporter 
DMSO diméthylsulfoxyde NGF Nerve Growth Factor   
DNT developmental neurotoxicity NMDA N-méthyl-D-aspartate   
dNTP  désoxynucléosides triphosphates NO Nitric oxyde   

DOHaD 
Developmental Origins of Health and 
Disease 

NOAEL  Non observed adverse effect level   

ED Embryonal Day NSCs Neural stem cells    

EFSA European Food Safety Authority OCDE 
Organisation de coopération et de 
développement économiques 

  

EGF Epidermal growth factor OPC Oligodendrocyte progenitor cells   

EPSPS 
la 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate 
synthase 

PAM Positive Allosteric Modulators   

FGF Fibroblast growth factors PCD Programmed Cell Death   
FSC forward scatter PDGF Platelet-derived growth factor   

GABA acide gamma-aminobutyrique PLC Phospholipase C   
GBH Glyphosate-based herbicids PFA Paraformaldéhyde   

  



16 
 

Préambule 

Contexte de l’étude 
Le changement climatique induit des modifications néfastes pour l’équilibre des écosystèmes 

aquatiques (1). Les dérèglements du climat se caractérisent notamment par une élévation des 

températures, tant des eaux marines que dulcicoles. Ces modifications affectent la fréquence, la 

biogéographie ainsi que l’ampleur des efflorescences (« blooms ») de microalgues et cyanobactéries (2–

4). Outre la température, l’eutrophisation des milieux aquatiques est également responsable de la 

prolifération des microalgues et cyanobactéries. En 1995, Nixon a proposé que l’eutrophisation pourrait 

être définie comme « une augmentation du taux d'approvisionnement en matière organique d'un 

écosystème » (5). Le terme eutrophisation décrit un processus plutôt qu'un état trophique. A échelle 

locale ces importantes proliférations consomment une grande partie – si ce n’est la totalité –  de 

l’oxygène dissout dans l’eau, conduisant à des « zones mortes ». De ce fait, ces efflorescences sont non 

seulement toxiques pour l’écosystème dans lequel elles se développent, mais elles le sont également 

pour les réseaux trophiques associés. De plus, ces organismes microscopiques sont susceptibles de 

produire des toxines auxquelles les animaux, dont l’être humain, peuvent être exposés. A l’échelle 

mondiale les toxines d’algues marines causeraient plus de 60.000 incidents d’intoxications par an (6). 

Ces chiffres concernent principalement les intoxications aiguës, c’est-à-dire lorsque l’organisme est 

sujet à une exposition unique. En revanche, il existe très peu de données sur les conséquences des 

expositions subchroniques et chroniques sur la santé humaine.  

Les microalgues et cyanobactéries produisent une myriade de métabolites secondaires, biologiquement 

actifs. Certains sont utilisés dans l’industrie agro-alimentaire et de nombreux composés sont étudiés en 

recherche scientifique appliquée pour leurs potentiels effets anticancéreux, antimicrobiens, antiviraux 

ainsi qu’anti-inflammatoires  (7–9). Cependant, dans le cadre de l'utilisation de ces produits à des fins 

alimentaires soulève des inquiétudes concernant la toxicité potentielle et les effets à long terme sur la 

santé humaine. Par exemple, une des sources de préoccupation est l’utilisation de complément 

alimentaire à base de spiruline. D’un côté, les spirulines contiennent une myriade de molécules 

procurant des bienfaits pour la santé du cerveau, tels que des antioxydants, des anti-inflammatoires et 

des neuroprotecteurs (10), d’un autre côté il a été mis en évidence dans ces produits la présence de 

toxines néfastes pour la santé humaine (11). Entre autres, cette étude reporte la présence de 

microcystines, d’anatoxine-a, d’époxyanatoxine-a, de saxitoxine ainsi que de β-méthylamino-L-alanine 

(BMAA). Cette dernière, qui va particulièrement nous intéresser dans cette thèse, est notamment 

reconnue comme étant une neurotoxine. Bien que la réglementation en vigueur exige que ces produits 

soient testés pour la présence de toxines, certaines sont non détectables ou non identifiés comme 

toxiques.  
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Le système nerveux central (SNC) est protégé par une barrière physique, la barrière hémato-

encéphalique (BHE). Cette barrière est un filtre extrêmement sélectif à travers laquelle les nutriments 

nécessaires au cerveau sont acheminés. Néanmoins, certaines molécules d’origine anthropiques ou 

naturelles (telles que les toxines) sont susceptibles de passer la BHE. La BMAA a la capacité de franchir 

la BHE via les transporteurs d'acides aminés (12). Au sein du SNC, il a été notamment identifié que la 

BMAA pouvait interférer avec les systèmes dopaminergiques et glutamatergiques notamment via les 

récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR) et ionotropiques (iGluR) tels que les N-méthyl-D-

aspartate (NMDA) (13–16). Outre les possibilités démontrées de la BMAA d’interagir directement avec 

les cellules du SNC, la persistance des effets induits par la BMAA pourrait être liée à des altérations 

épigénétiques qui interfèrent avec la programmation des cellules souches (17). Ces résultats interrogent 

sur les effets de la BMAA sur les neurogenèses primaires et secondaires ainsi que sur les conséquences 

à long terme d’une exposition à la toxine. Ce questionnement évoque l’hypothèse de Baker, mieux 

connue sous le nom d'origines développementales de la santé et de la maladie (Developmental Origins 

of Health and Disease, DOHaD), précisant qu’une atteinte précoce, notamment pendant la vie 

périnatale, est susceptible d’entraîner des conséquences néfastes à long terme et potentiellement 

prédisposer aux troubles neurodéveloppementaux ou aux maladies neurodégénératives plus tard dans 

la vie.  

La BMAA est suspectée d’avoir un rôle dans l’étiologie de maladies neurodégénératives (MND), 

notamment la sclérose latérale amyotrophique (SLA). Cependant selon les critères de Hill, qui sont un 

groupe de conditions minimales pour fournir une causalité établit entre deux événements, la BMAA 

serait un facteur insuffisant pour expliquer la survenue de la SLA ou d'affections neurologiques 

apparentées. Néanmoins, l'hypothèse qu'il s'agisse d'un facteur favorisant ou aggravant les 

phénomènes neurotoxiques semble avérée, principalement en raison de sa capacité à interagir sur 

plusieurs mécanismes impliqués dans les MND (18).  

Il existe un nombre important de pathologies ayant des origines dites multifactorielles, c’est-à-dire 

qu’elles résultent de la combinaison de facteurs génétiques et environnementaux. C’est le cas de 

nombreux cancers et de MND telles que la SLA ou maladie de Parkinson (MP) (19). Cette dernière, 

reconnue comme maladie professionnelle depuis 2012, peut notamment faire suite à une exposition à 

des polluants environnementaux, tels que le paraquat (20). De façon intéressante, certains pesticides 

favorisent l’eutrophisation des milieux aquatiques en apportant des éléments nutritifs favorisant les 

phénomènes d’efflorescence algales. Il y a donc une corrélation entre les cyanobactéries (et 

microalgues) et les pesticides, qui participent à leur prolifération.  
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Ces différents points montrent la nécessité de considérer l’exposome. L’exposome est une notion 

toxicologie qui souligne la nécessité de prendre en considération la totalité des facteurs 

environnementaux auxquels un individu est sujet depuis son existence in utero jusqu’à la fin de sa vie. 

Les expositions ne se limitent pas aux toxiques qui pénètrent dans l'organisme, mais comprennent un 

ensemble de facteur visible en Figure 1. De façon assez intelligible, l’intégration de l’ensemble de ces 

facteurs au cœur d’une étude n’est pas réalisable. Néanmoins, l’agence nationale de sécurité sanitaire 

de l'alimentation, de l'environnement et du travail (ANSES), qui a pour rôle d'évaluer les risques 

sanitaires dans ces domaines, tend à considérer l’effet  « cocktail » c’est-à-dire de mélange de composés 

présents de façon simultanée auquel les espèces animales peuvent être confrontées. Ainsi, lorsqu’un 

individu est exposé de façon accidentelle (lors de baignade par exemple) à la BMAA, il y a un risque non 

négligeable pour qu’il soit simultanément exposé aux herbicides les plus massivement utilisés à savoir 

le glyphosate (GLY) et le glufosinate d’ammonium (GLA). Le GLA est en effet ajouté aux formulations 

existantes pour contrer les résistances des plants non désirés au glyphosate.  

Le travail présenté ici a pour objectif, à l’aide de modèles in vitro, de caractériser les effets des polluants 

sur les cellules du système nerveux. En particulier, ce travail s’est centré sur l’étude de la neurogenèse 

secondaire (adulte) ainsi que des phénomènes neuro-inflammatoires. Mes travaux de recherches 

correspondent à une partie d’un projet ANR plus global (ANR NeuroTEM ANR-18-CE34-0006).  

 

Figure 1 : Représentation des différents facteurs à considérer lorsque l’on tend à considérer l’exposome. Celui-ci se décompose en 
plusieurs composantes visible ci-dessus (modifié d’après (21)). 
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Organisation du manuscrit  
Ce manuscrit se divise en quatre parties principales. La première partie, introductive, aborde les thèmes 

principaux de cette thèse. Elle se divise en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré aux 

molécules étudiées au cours de cette étude : la BMAA ainsi que les herbicides glyphosate et glufosinate 

d’ammonium. Le deuxième chapitre aborde la neurogenèse secondaire avec un focus sur la zone sous-

ventriculaire qui est l’une des principales niches neurogéniques. Enfin, dans le troisième et dernier 

chapitre de l’introduction les phénomènes neuro-inflammatoires sont présentés et décrits.  

La deuxième partie de ce manuscrit correspond aux matériel et méthodes utilisés au cours de cette 

thèse. Les protocoles de culture, en deux et trois dimensions y sont notamment détaillés. La troisième 

partie porte sur les résultats que j’ai obtenu dans le cadre ce projet. Ce manuscrit se termine par une 

discussion des résultats obtenus, en abordant les limites et perspectives de l’étude. 
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Introduction 
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Chapitre 1 : 

Molécules d’origines naturelles et anthropiques et interactions 
avec les systèmes glutamatergiques 

 

 

I) La neurotoxine BMAA 

1.  Microalgues, cyanobactéries 

A) Généralités  

Le terme “microalgue” désigne de manière générale les algues microscopiques. Ce sont des 

micro-organismes, eucaryotes ou procaryotes, uni- ou pluricellulaires et généralement 

photosynthétiques. Il existe de nombreux embranchements de microalgues eucaryotes. Parmi ceux-ci, 

les dinoflagellés et les diatomées seraient apparus à la suite d’une ou plusieurs endosymbioses, dont la 

première fut vraisemblablement entre un hôte eucaryote et une cyanobactérie, fournissant ainsi à ce 

premier les plastes nécessaires à la réalisation de la photosynthèse (22). 

Les microalgues procaryotes regroupent l’ensemble des cyanobactéries qui sont apparus il y a environ 

3,5 milliards d’années sur Terre (23). Elles possèdent différents pigments, tels que la phycocyanine qui 

leur permet de réaliser la photosynthèse oxygénique. Ce pigment est à l’origine de leur couleur bleutée 

et leur confère l’appellation “algues bleues”. Les cyanobactéries sont majoritairement présentes dans 

les eaux douces et saumâtres alors que les dinoflagellés et les diatomées sont davantage retrouvés dans 

l’environnement marin.  

 

B) Prolifération et conséquences 

Les microalgues sont l’une des sources majeures d’oxygène à l’échelle planétaire. En tant que 

producteurs primaires, elles appartiennent au premier maillon trophique des chaînes alimentaires 

aquatiques. L’élévation de la température et de la présence de nutriments azotés et phosphorés au sein 

des eaux, marines ou dulciquoles, peut conduire à la formation d’efflorescences algales, également 

appelés “blooms”. Cette prolifération peut menacer l’équilibre des écosystèmes aquatiques et 

engendrer des impacts environnementaux et sanitaires, notamment en raison de la capacité de 

certaines espèces à produire des métabolites secondaires ayant une activité biologique nocive, les 

toxines (24,25). Soulignons également que certaines espèces “d’algues bleues” sont une source 

importante de produits naturels avec de nombreuses applications dans les secteurs pharmaceutique, 

alimentaire, agricole ainsi que cosmétique (26). Le rôle de ces toxines au sein des espèces productrices 

n’est pas toujours élucidé. Il est probable qu’elles aient un rôle protecteur envers elles-mêmes ainsi 

qu’avec les organismes avec lesquels elles effectuent une symbiose.   
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C) Les cyanotoxines 

Metcalf et al. (27) définissent une cyanotoxine comme « un métabolite produit par une cyanobactérie 

et qui a une activité biologique nocive dans un environnement donné ou un système donné ». Différentes 

classes de cyanotoxines ont été répertoriées.  Elles peuvent être classées selon leur structure chimiques 

ou selon leurs modes d’action. Ainsi on distingue, par exemple, les hépatotoxines des dermatoxines ou 

encore des neurotoxines. La présence des cyanobactéries et donc celle des cyanotoxines est 

cosmopolite. En France, les genres toxiques de cyanobactéries qui sont prévalents sont Microcystis, 

Aphanizomenon, Planktothrix, Anabaena, Phormidium et Woronichinia (28). Cox et al. (29) estiment que 

95% des espèces de cyanobactéries peuvent produire la β-méthylamino-L-alanine (BMAA), qui est l’un 

des contaminants sur lequel cette thèse se concentre.  

 

 2. La β-méthylamino-L-alanine (BMAA) 
La BMAA a été découverte en 1967, sur l’île de Guam dans des graines de cycas micronesica. Cette 

découverte fait suite aux investigations recherchant les facteurs environnementaux pouvant expliquer 

l’incidence élevée d’une maladie neurodégénérative particulière associant la sclérose latérale 

amyotrophique (SLA) avec des symptômes évoquant des démences Parkinsonienne (Parkinsonism-

dementia complex, PDC). En effet, sur l’île de Guam, la fréquence de cette SLA, certes atypique, est 

présente à une fréquence jusqu’à 100 fois supérieure à la moyenne mondiale. Cette maladie 

neurodégénérative porte ainsi le nom de “SLA-PDC”, ou “syndrome de Guam” (30,31).  

La BMAA est un acide aminé non protéinogène (Figure 2). A ce jour, trois isomères ont été décrits à : le 

2,4-diaminubutyric acid (DAB), la -(2-aminoéthyl)glycine (AEG) et la β–amino-N-méthylalanine (BAMA) 

(Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Structure de la β-N-Méthylamino-L-alanine (BMAA) et ses trois isomères.  2,4-diaminobutyric acid (DAB), N-(2-
aminoéthyl)glycine (AEG) et β-aminométhyl-L-alanine (BAMA) (D’après (32)). 

Le DAB est un constituant de la paroi de certaines bactéries (33) mais a été rapporté pour la première 

fois en 2008 au sein de la cyanobactérie Calothrix (34). 

Les isomères AEG et BAMA ont été mis il y a une dizaine d'années. Ainsi, l’AEG a été mentionnée puis 

détectée par (35,36) et la BAMA par (37). 
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Depuis la découverte de la BMAA et de ses isomères, plusieurs organismes ont été identifiés comme 

“producteurs”. En effet, bien que cette molécule a longtemps été considérée exclusivement comme 

une cyanotoxine, de nombreuses études suggèrent que d’autres espèces de microalgues sont en 

mesure de produire la BMAA ainsi que ses isomères. 

 

A) Organismes producteurs 

a) Les Cycas et autres végétaux 

Certains végétaux sont connus pour leur capacité à produire des acides aminés non protéiques. On peut 

citer la canavanine analogue de l’arginine, présente dans les graines de certaines plantes comme le 

trèfle, la luzerne ; la mimosine, similaire à la tyrosine, dans les feuilles et graines de mimosa ; la 

roténone, elle aussi analogue de la tyrosine et utilisée comme insecticide « naturel » (38). Certaines de 

ces molécules ont une toxicité non-nulle, et peuvent engendrer des troubles gastro-intestinaux, 

cardiaques ou encore des lésions rénales chez les mammifères (39). Néanmoins, les organismes 

producteurs sont parfois difficilement identifiables du fait qu’ils peuvent être en symbiose avec des 

cyanobactéries, qui sont les réels producteurs (40). 

 

De nombreuses études ont confirmé la présence de BMAA dans les graines de cycas (34,41–44). Les 

espèces concernées sont Cycas micronesica (43), Cycas revoluta (45,46) et Cycas debaoensis (47). Les 

isomères DAB, AEG et BAMA ont également été détectés dans Cycas debaoensis (47).  Le DAB a été aussi 

rapporté dans de nombreuses espèces d’angiospermes tels que Lathyrus latifolius et Brassica oleracea 

(45,48) ainsi que dans certaines plantes aquatiques (49).  

 

b) Les cyanobactéries 

La présence de BMAA dans une cyanobactérie symbiotique diazotrophe (i.e. Nostoc sp.) isolée à partir 

des racines d’un Cycas (Figure 3), a été à l’origine du regain d’intérêt pour la BMAA en tant que facteur 

environnemental pour les cas sporadiques de maladies neurodégénératives (MND).  

La production de la toxine BMAA par les cyanobactéries est très probablement liée à son environnement 

(50) Plusieurs facteurs peuvent être proposés tels que la température (51) la teneur en azote dans le 

milieu (52), l’intensité lumineuse (53) ainsi que de la phase de croissance dans laquelle se situe 

l’organisme (54). 
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Figure 3: Cyanobactéries et cycas. (a) photographie des racines coralloïdes de cycas micronesica ; (b) présence de cyanobactéries 
dans les racines de cycas (d’après(42)). 

 

Cox et collaborateurs ont proposé l’hypothèse que la production de BMAA pourrait être une 

caractéristique commune des cyanobactéries. En effet, parmi les 41 souches choisies de cyanobactéries 

criblées, 95% des souches produiraient la toxine. La concentration de BMAA rapportée varie de façon 

importante selon l’espèce étudiée (jusqu’à 6700 μg.g-1 de poids sec) (29,55). L’accès à de nouvelles 

techniques analytiques a amené à nuancer les résultats de l’équipe de Paul Cox. Plusieurs études 

successives ont fait état de l’absence de BMAA au sein d’espèces cyanobactériennes décrites comme 

productrices (48,56,57). Ce constat a entraîné des débats autour des méthodes utilisées dans les études 

précédentes, notamment en termes de spécificités des molécules identifiées (40). Certaines souches de 

cyanobactéries ont néanmoins été validées par l’ensemble des études comme productrices de BMAA, 

notamment : Nostoc sp. et Leptolyngbya (58–60). Concernant les isomères de la BMAA, le DAB a été 

observé à de nombreuses reprises  (34,45–48,60). L’AEG, bien que moins étudié, a été également 

rapporté dans quelques souches (36,47,59,60). Il est nécessaire de garder à l’esprit que la production 

de la BMAA, ainsi que celle de ses isomères, dépend du contexte environnemental.  

 
c) Microalgues 

D’après l’IFREMER, à l’échelle mondiale environ 175 espèces de microalgues sont considérées toxiques 

pour l’Homme ou nuisibles pour la biodiversité marine.  A l’instar des cyanobactéries, la présence de 

certaines espèces est à l’origine de fermetures temporaires de zones conchylicoles et de baignades. En 

France, de nombreuses familles de microalgues productrices de toxines sont surveillées. La plus 

répandue étant Dinophysis qui émet des toxines diarrhéiques. L’étang de Thau, et certaines régions de 

Bretagne sont touchées par de telles algues et, de fait, leur(s) toxine(s). Une étude de 2016 a étudié 

différents compartiments trophiques de l’écosystème de l’étang de Thau (61). Ces recherches ont mis 

en évidence une augmentation de BMAA et de l’un de ses isomères, le DAB entre les niveaux trophiques 

inférieur et supérieur, appuyant ainsi l'hypothèse que la bioaccumulation de BMAA et de DAB est bel et 

bien effective, ici au sein des moules de l'étang de Thau (Figure 4). La communauté phytoplanctonique 
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de cet écosystème est non pas dominée par les cyanobactéries, mais par les microalgues en particulier 

les diatomées.  

 

 

Figure 4: Voie de bioaccumulation hypothétique au sein de l'écosystème de l'étang de Thau. Les concentrations moyennes de 
BMAA total et de DAB sont exprimées en µg.g-1 de poids sec. Les flèches pleines représentent les liens trophiques envisagés 
tandis que les flèches pointillées représentent les liens non confirmés (d’après (61)). 

 

- Diatomées  

Les diatomées, ou Bacillariophyta, sont un groupe d'algues représentant 40 % de la production primaire 

dans l'océan aujourd'hui (62). Étymologiquement, le mot « diatomée » provient du grec diatom « 

couper en deux ; séparer ; diviser », en référence au frustule de ces organismes, enveloppe siliceuse 

formée de deux valves emboîtées. En raison de leur abondance dans la communauté phytoplanctonique 

marine, en particulier dans les zones riches en nutriments des océans du monde, les diatomées 

représentent probablement jusqu'à 20 % de la fixation photosynthétique mondiale du carbone. La 

production de toxines par les diatomées a été signalée pour la première fois dans les années 1980, 

lorsqu'il a été découvert que le genre de diatomées marines et estuariennes Pseudo-nitzschia produisait 

l'acide domoïque, un acide aminé neurotoxique (63). Jusqu'à récemment, l’acide domoïque était 

considéré comme la seule toxine produite par les diatomées, mais plusieurs études ont mis en évidence 

la production de BMAA et de ses isomères par les diatomées marines  (55,61,64). Ainsi, une dizaine de 

souches de diatomée ont été identifiées comme productrices de la BMAA. Les espèces productrices 

sont répertoriées dans le tableau 1.  

 

- Dinoflagellés  

Les dinoflagellés appartiennent au plancton d’eau douce et marine. Etymologiquement, le mot 

Dinoflagellata, provient du grec “”dinos”, « tournoiement », et du latin flagellum, « fouet », 
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littéralement « flagelle tournoyant ».  Certaines espèces sont chlorophylliennes ; les espèces 

dépourvues de pigments photosynthétiques se nourrissent de plancton. Certaines formes, telles que 

Nocticula miliaris et Noctiluca scintillans peuvent être bioluminescentes.   Noctiluca scintillans, connue 

sous le nom de « scintillement de la mer », peut émettre une lueur bleue visible la nuit (Figure 5). Les 

efflorescences peuvent être mortelles pour les espèces présentes.  

 

 
Figure 5: Noctiluca scintillans. (a) Noctiluca scintillans avec présence de Gymnodinium catenatum, une autre espèce de 
dinoflagellés, englouti dans les vacuoles digestives. D’après (65). Barre d’échelle = 100µM. (b) Blooms de Noctiluca s scintillans 
dans la mer de Chine orientale (d’après (66)).  

 
Plusieurs espèces de dinoflagellés ont été reportées comme productrices de BMAA et, parfois, de ses 

deux isomères. Les espèces productrices de BMAA ainsi que des isomères sont répertoriés ici (Table 1). 

Seules les publications récentes, utilisant des méthodes de détection fiable car sélectives ont été 

référencées.  

 
 

Espèces  
Isomères 

Référence  BMAA  AEG DAB 

 Leptolyngbya sp.  ✓ ✓ ✓ (45,59) 

Nostoc sp.  ✓  ✓ (58) 

Dinoflagellés 

Gymnodium catenatum  ✓   (67) 

Heterocapsa triquetra 
✓ 

 
✓ ✓ (64) 

Diatomées 

Achnanthes sp. ✓ ✓ ✓ (64) 

Aulacoseira sp. ✓ ✓ ✓ (60) 

Chaetoceros sp. ✓  ✓ (68) 

Coscinodiscus sp. ✓   (55) 

Cyclotella sp. ✓  ✓ (60) 

Fragilaria sp.  ✓ ✓ (60) 

Navicula sp. ✓ ✓ ✓ 
(60,64) 

 

Phaeodactylum 
Tricornutum  

✓  ✓ (67,68) 

Skeletonema sp. ✓ ✓ ✓ (64) 

Tabellaria sp. ✓ ✓ ✓ (60) 

Thalassiosira sp. ✓ ✓ ✓ (64,68) 

Table 1: Liste non exhaustive des espèces de cyanobactéries et des microalgues (dinoflagellés et diatomées) décrites comme 
produisant la BMAA et isomères. 
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La production de toxines dépend du contexte environnemental ainsi que de la variabilité génétique. Or 

entre des souches d’une même espèce, celle-ci peut être importante. C’est pourquoi toutes les souches 

d’une même espèce ne produisent pas de facto la BMAA ou l’un de ses isomères.  

 

B) Production de BMAA et rôle écophysiologique au sein des microalgues 

a) Voie de biosynthèse 

Identifier les voies de biosynthèse et les fonctions de la BMAA chez les cyanobactéries demeure difficile. 

Cette toxine est présente sous forme libre et sous deux formes liées (57,62,69,70). Les complexes 

chimiques dans lesquels la BMAA est incorporée demeurent méconnus. Dès 2003 il a été proposé que 

la synthèse de BMAA dépendrait de l’acide 2,3-diaminopropionique (DAP)  (71,72). Cette molécule, 

considérée également comme un acide aminé non protéinogène est synthétisé à partir de la S–O-

acétylsérine, de la phosphosérine, de la cystéine ou de la 3-cyanoalanine et de l'ammonium. La réaction 

est catalysée par une enzyme de type cystéine synthase (Figure 6).  

 

 

 
Figure 6: Voie biochimique proposée pour la synthèse de la BMAA. Une enzyme de type cystéine synthase catalyse la synthèse du 
DAP. Un intermédiaire probable dans cette réaction est le 2-aminoacrylate. La S-adénosyl-S- méthionine confère le groupe 3-N-
méthyle au 2,3-diaminopropanoate, donnant BMAA. (71) 

 
Basé sur le génome de 130 cyanobactéries, une récente étude indique que la synthèse du DAP 

dépendrait de la présence des gènes SbnA et SbnB (73). Cependant, il est également possible que les 

cyanobactéries synthétisent la BMAA par une ou plusieurs voies qui demeurent à être découvertes. Les 

voies de biosynthèse de la BMAA et ses isomères ne sont donc pas encore complètement élucidées. De 

plus, à l’heure actuelle il n’y a pas de consensus sur les souches de cyanobactéries produisant de la 

BMAA. Sa production confirmée par les diatomées Thalassiosira sp. et Phaeodactylum tricornutum est 

particulièrement intéressante pour l’étude de sa biosynthèse puisque les génomes de ces diatomées 

ont été séquencées (74,75). 

 
 

b)  Facteurs influençant la production et la libération de BMAA  

A l’instar d'autres cyanotoxines, la BMAA est probablement présente dans la région nucléoplasmique, 

la zone thylakoïde ainsi que la paroi cellulaire des cyanobactéries (69). En plus de la biosynthèse de novo 

de la BMAA, les cyanobactéries peuvent absorber la BMAA exogène de l'environnement (58,76). Ainsi, 
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les cellules de cyanobactéries mortes ou endommagées lysent et libèrent la toxine dans 

l'environnement. Les facteurs de stress abiotiques pouvant conduire à la lyse cellulaire comprennent un 

éventuel stress nutritionnel dû à un excès ou une carence en phosphore ou en fer (77–79), un stress 

salin (80)un stress lumineux et le stress oxydatif (78). Les facteurs de stress biotiques peuvent être 

notamment induits par des infections virales (81). 

 

Aujourd’hui, il est admis que dans des conditions déficientes en azote (N), les cyanobactéries non 

fixatrices de N2 et fixatrices de diazote peuvent synthétiser la BMAA (82)Cependant, dans un 

environnement limité en azote, les cyanobactéries non fixatrices de diazote produisent plus de BMAA 

que les cyanobactéries fixant le N2  (79,82,83). Il a été proposé que si la BMAA était plus difficilement 

détectable en laboratoire que sur le terrain, c’est en partie en raison du manque d’azote dans les milieux 

de culture de cyanobactéries  (57,76). Basée sur des relevés réalisés au Canada, une proposition de 

dynamique entre la production de BMAA et les blooms de cyanobactérie a été schématisée (Figure 7).   

 
Figure 7: Représentation des dynamiques entre la production de BMAA et les efflorescences de microalgues, ici les cyanobactéries. 
(a) Relation hypothétique entre la concentration d'azote disponible, la biomasse des cyanobactéries et la production de BMAA ; 
(b) Relation entre la production de BMAA et développement d'efflorescences algales nuisibles cyanobactériennes composées de 
cyanobactéries non fixatrices de diazote et de cyanobactéries fixatrices de N2 dans le bassin Nord et Sud du lac Winnipeg, au 
Canada (83). 

 

Ainsi, l’un des facteurs majeurs indiscutables contribuant à l’abondance des microalgues est 

l'augmentation des activités anthropiques. Parmi celles-ci, la pratique qui semble avoir l’impact le plus 

important semble être l'eutrophisation, c'est-à-dire le rejet accru de composés nutritifs dans les masses 

d'eau. Ceux-ci sont principalement représentés par le phosphore et l'azote (84).  L'augmentation des 

nutriments conduit à une prolifération importante d'algues potentiellement nocives dans les lacs, les 

rivières et les eaux marines (85). Il a été démontré que le réchauffement de la planète contribue 

fortement au développement des cyanobactéries (86). De nombreuses études ont démontré que lors 

des épisodes de prolifération, les cyanobactéries peuvent produire des toxines à différents degrés, ce 

qui représente un risque pour les populations exposées (87,88).  
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c) Rôle écophysiologique de la BMAA au sein des organismes producteurs 

La compréhension des fonctions de la BMAA dans les organismes peut fournir un éclairage sur ses 

possibles interactions avec des mécanismes physiologiques d’autres organismes expliquant sa toxicité. 

La synthèse de la BMAA a un coût énergétique. Aussi, il doit y avoir un avantage évolutif pour les 

microalgues ayant conservé la capacité de biosynthèse du BMAA. D’un point de vue écologique, cette 

molécule peut assurer la niche fonctionnelle de l'organisme (avantage écologique) ainsi que 

l’amélioration de son efficacité physiologique (fitness écologique). Plusieurs rôles écologiques et 

physiologiques du BMAA pour les cyanobactéries ont été proposés.  

 

- Interactions interspécifiques 

La disponibilité d’azote joue un rôle essentiel dans la production de BMAA par les cyanobactéries 

(76,89). Selon les espèces, la présence de BMAA peut permettre à une espèce de cyanobactérie de 

« prendre le dessus » sur une autre. En effet, la BMAA bloque l'activité de la nitrogénase et limite la 

croissance des cyanobactéries fixatrices de N2, réduisant ainsi la taille de leur population et libérant des 

ressources telles que l'espace et l'oxygène nécessaires à la population de cyanobactéries non fixatrices 

de N2. De plus, les cyanobactéries possèdent des adaptations physiologiques qui leur permettent de 

bioaccumuler et de séquestrer la BMAA dont la concentration est inférieure à un seuil (méconnu) dans 

ses organites afin d'éviter les effets toxiques (83). Cela explique en partie la coexistence de 

cyanobactéries non fixatrices de N2 et fixatrices de N2 dans les environnements d'eau douce, malgré la 

capacité des deux groupes à produire du BMAA. Il est en effet probable que chaque groupe se soit 

adapté à la pression sélective de la molécule BMAA et a développé des stratégies pour maintenir sa 

niche fonctionnelle après des millénaires d'évolution commune.  

 

- Molécule “signal” :  

L'acide γ-aminobutyrique (GABA), structurellement proche de la BMAA, est une molécule de 

signalisation protégeant les espèces productrices. Le GABA permet notamment à certaines plantes de 

se protéger contre les phytophages ou d’initier des voies de défense contre les phénomènes de 

sécheresse (90,91). Considérant leur proximité structurelle, la BMAA pourrait avoir des caractéristiques 

physiologiques voisines pour les espèces productrices.  

 

o Mort cellulaire programmée (Programmed cell death, PCD) et régulation des 

populations  

Les cyanobactéries initient la PCD dans des conditions environnementales stressantes (92). Ce sont les 

métacaspases qui initient une dégradation ciblée des protéines dans les voies apoptotiques de la PCD 

(93). La présence de BMAA exogène est une indication que les cellules de cyanobactéries entrent en 
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mort cellulaire et sont lysées par des facteurs de stress abiotiques et biotiques, comme décrit 

précédemment. Ainsi, il est proposé qu’une augmentation de la concentration exogène de BMAA 

pourrait induire l'expression de gènes de métacaspase et initier la PCD en tant que rétroaction négative 

pour contrôler la taille des populations de cyanobactéries. 

 

o Régulation de la photosynthèse :  

Les cyanobactéries sont des organismes photosynthétiques. De ce fait, elles doivent protéger leur 

appareil photosynthétique des dommages photo-oxydatifs. Il est possible que la BMAA participe à cette 

protection. En effet, chez Arabidopsis, la BMAA agit comme un agoniste des récepteurs du glutamate 

qui affecte le potentiel de membrane cellulaire, modifiant ainsi la transduction du signal lumineux (94). 

Or, le récepteur du glutamate d'Arabidopsis est hautement homologue avec le même récepteur chez la 

cyanobactérie Synechocystis sp., ce qui appuie l’hypothèse de contrôle (95). Il est ainsi suggéré que la 

BMAA limite les dommages oxydatifs. D’une part, cette molécule bloquerait la transduction du signal 

sous une intensité lumineuse élevée et une disponibilité limitée en azote (96). D’autre part, elle 

participerait à dissiper le rayonnement lumineux avant qu'il n'endommage le chloroplaste, ou pour 

inhiber l'activité de la chlorophylle a (58). 

 
Figure 8: Contrôle de la population de Nostoc 7120 par  la BMAA. Les cultures cellulaires ont été suivies pendant 18 jours en 
l'absence (ctrl) ou en présence de 20 ou 50 μM de BMAA. Pour évaluer les effets à long terme du BMAA sur la  croissance de 
Nostoc 7120, la densité optique (DO) à 730 nm, qui sert d'indicateur de la densité cellulaire, et la concentration de chl a ont été 
surveillées pendant 18 jours.  Les graphiques illustrent les valeurs moyennes ± SE ; n = 5. (a) DO à 730 nm. (b) Concentration de 
Chl a (μg/mL) ((58)). 

 

o Métabolisme de l’azote  

La BMAA a des fonctions physiologiques importantes qui participent à l’intégrité des cyanobactéries 

dans des conditions de carence en azote. Cela implique que les cyanobactéries ont des mécanismes 

cellulaires pour réassimiler la BMAA “stockée”. Ainsi, les rôles écophysiologiques de la BMAA 

commencent à être bien connus chez les cyanobactéries. Chez les microalgues eucaryotes, c’est-à-dire  

certaines espèces de diatomées et dinoflagellés, les recherches sont récentes. En 2022, Kim et al. ont 
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investigué le rôle de la BMAA au sein de deux diatomées : Phaeodactylum tricornutum et Thalassiosira 

pseudonana (97,98). Dans ces études, ils identifient que le rôle de la BMAA chez ces microalgues semble 

être similaire à ceux des espèces cyanobactériennes.  

 

C) Etude de toxicité de la BMAA 

La BMAA est produite par certaines espèces de microalgues et de cyanobactéries. Ces espèces sont 

des producteurs primaires c’est-à-dire qu’elles constituent le premier maillon de la chaîne trophique. 

Considérant la capacité de la BMAA de se bioaccumuler jusqu’aux consommateurs secondaires et 

tertiaires, auxquelles l’espèce humaine appartient, nous nous sommes intéressés à la toxicité de la 

BMAA in vitro, in vivo ainsi que chez l’être humain. 

a) In vitro 

Parmi les effets reportés dans la table 2, il est intéressant de noter la mise en évidence d’une altération 

mitochondriale au sein des cellules de Purkinje du cervelet, une structure cérébrale fortement 

impliquée dans les fonctions motrices. De telles altérations ont été associées chez les rats à des niveaux 

protéiques accrus de GSK-3 et de TDP-43 (99). Ces altérations mitochondriales peuvent être associées 

à des modifications/perturbations de la synthèse protéique. Un impact sur la synthèse des protéines a 

en effet été démontré par plusieurs travaux. Dunlop et al. (100) ont rapporté que la BMAA pourrait être 

mal incorporée dans les protéines humaines à la place de la L-sérine. Dans ce cas de figure, on parle de 

« misfolding ». Cette donnée a été appuyée par une expérience in vivo menée chez des rats (101)(Table 

3), où la toxicité suite à l'administration de BMAA a été partiellement prévenue par l'administration 

concomitante de sérine. Par ailleurs, ils ont étudié les effets de la BMAA sur le fonctionnement 

enzymatique (Table 2) ; ils ont constaté que la BMAA réduisait significativement l'activité de la β-

amylase, de la catalase et de la GST. Or, ces enzymes permettent de détoxifier l’organisme des 

composés endogènes ou xénobiotiques. Par ailleurs, l’activité d’autres enzymes telles que la peroxydase 

(protection contre les dommages oxydatifs), SOD (protection contre les espèces réactives de l'oxygène 

ROS) n’était pas réduite. De plus, la neurotoxicité de la BMAA pourrait également s’expliquer par sa 

capacité à inhiber la synthèse de la mélatonine, qui est un peptide neuroprotecteur (102).   Il a été 

récemment démontré que l'inhalation de BMAA pourrait affecter le cerveau, via la région du bulbe 

olfactif (103) perturbant le réseau des neurites et réduisant la viabilité cellulaire, notamment via les 

mécanismes glutamatergiques. Les mécanismes de neurotoxicité de la BMAA ne sont pas 

complètement compris, mais de plus en plus d’études positionnent la BMAA comme un agoniste des 

récepteurs du glutamate (104). 
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b) In vivo  

Depuis que la BMAA a été identifiée en 1967, de nombreuses études ont été réalisées in vivo afin de 

déterminer si la BMAA pouvait être un potentiel facteur étiologique de maladies neurodégénératives 

(MND). La plupart d’entre elles étudient la BMAA en toxicité aiguë. Les individus ont été exposés une 

seule fois, à une forte dose. Les études de toxicité aiguës sont ainsi distinguées des études chroniques 

et subchroniques en fonction de leur durée. Les intervalles de durée de chaque type d'exposition varient 

selon les espèces et leur durée de vie. Selon l’INERIS, chez l'Homme, l'exposition aiguë correspond à 

une exposition de quelques secondes à quelques jours, l’exposition subchronique à une exposition de 

quelques jours à quelques mois et l’exposition chronique à une exposition de quelques années à la vie 

entière.  

Les études de toxicité in vivo ont été résumées dans la table 3. Les principaux effets observés sont les 

dysfonctionnements moteurs, des déficits cognitifs tels que les altérations de l'apprentissage et de la 

mémoire ainsi qu’une l'hyperactivité. Or, le dysfonctionnement moteur est l'un des principaux signes 

de la SLA. Cela a été observée chez le rat, la souris, et des primates non-humains (PNH, table 3). Plusieurs 

études citées ici ont mis en évidence la capacité de la BMAA à avoir un impact sur les fonctions 

cérébrales à l’âge adulte après exposition embryonnaire ou néonatale, suggérant que la BMAA pourrait 

agir en tant que neurotoxine développementale. Karlsson et al. (105) ont démontré que la BMAA peut 

s’accumuler dans le cerveau des fœtus et des nouveau-nés chez les souris et les rats. Ils rapportent une 

altération des capacités locomotrices ainsi qu’une hyperactivité. Cela questionne sur les conséquences, 

chez l’Homme, d’une exposition maternelle pendant la grossesse. De plus, il a été démontré chez le rat 

que la toxine était présente dans le lait, et de ce fait, transmise lors de l’allaitement à la progéniture 

(106). Par ailleurs, la fenêtre d’exposition embryonnaire à la BMAA est capitale. En effet, les 

conséquences d’une exposition réalisée à E15,5 ont été supérieurs à ceux observées lorsque l’exposition 

fut à 13,5, aux critères étudiés. Ils rapportent notamment une perturbation de la neurogenèse et une 

prolifération plus importante des cellules microgliales qui débutent leur colonisation également à E15,5 

(Feat-Vetel, équipe de F. Boussin, CEA). Par ailleurs, une exposition néonatale peut conduire à une 

modification du métabolisme de l'énergie et des acides aminés, affectant ainsi les fonctions cérébrales 

adultes (107). 
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Espèces Type cellulaire Concentrations Temps Effets observés  Références 

So
u

ri
s 

Neurones moteurs 
(embryonnaires) 

30µm 20 – 24h Augmentation [Ca2 +] intracellulaire ; génération de ROS, activation des récepteurs AMPA/kainite à 0,03 mM  Rao et al., 2006 

Culture primaire de cellules souches 
embryonnaires 

500µM – 10mM 24h Augmentation des phénomènes apoptotiques (marquage CC3) de façon concentration-dépendante dès 500µM ; 
baisse de la prolifération cellulaire (marquage Ki67) ; génotoxicité significative à 1mM 

Feat-Vetel et al., CEA  
(en cours de publication) 

Cellules gliales et neuronales 
(embryonnaires) 

0.1 à 10µM 24h Neurotoxicité concentration-dépendante  Rush et al., 2012 

Cellules neuronales De 0.1 à 3mM 2 – 3h Baisse activité PP2A Arif et al., 2014 

Macrophages  
Glioblastome  

1nM – 0.1µM – 10µM 24 – 48 – 96h Augmentation de la mort cellulaire (+20%) Takser et al., 2016 

Cellules gliales et neuronales 0.025µCi/mL 2h Activation des mGluR5 Albano et al., 2018 

Cultures neuronales 3mM 6 – 24 – 48h Activation de l’immunité innée ; dysfonction mitochondriale ; phosphorylation de la protéine Tau ; oligomères 
Aβ 

Silva et al., 2020 

Bulbes olfactifs  50µM – 0.5mM 24h Perturbations du réseau neuronal, réduction de la viabilité cellulaire Pierozan et al., 2020 

Cellules neuronales et gliales De 10µM à 3mM 24h Activation des mGluR5 ; stress oxydatif ; effets AEG > BMAA Schneider et al., 2020 

R
at

s 

PC-12 (phéochromocytome) 3.6µM – 0.1mM 48h Augmentation de l’expression des mGluR1 ; Augmentation de la nécrose et de l’apoptose Van Onselen et al., 2018 

NSCs (striatum) et neuronales 50µM – 3µM 24h La prolifération des NSCs réduite. La différentiation cellulaire (astrocytes, oligodendrocytes, neurones) est 
réduite via des mécanismes glutamatergiques 

Pierozan et Karlsson., 2019 

NSCs (hippocampe) 50µM – 100µM  Les cellules souches sont plus sensibles à la BMAA que les cultures primaires de neurones ; Effets persistants 
peut être lié à des altérations épigénétiques qui interfèrent avec la programmation des cellules souches neurales 
(réduction de la méthylation globale de l'ADN) 

Pierozan et al., 2020 

C6 (glioblastome) ; mimerait les cultures 
primaires d’astrocytes 

de 100µM à 500µM 24h Effets sur les fonctions astrocytaires ; production de ROS (stress oxydatif) ; diminution des défense anti-
oxydantes (baisse du glutathion et de la superoxyde dismutase) ; Perturbation du métabolisme du glutamate ; 
Effets neuro-inflammatoires 

Pereira et al., 2022 

H
u

m
ai

n
 

SH-SY5Y (glioblastome) 
NT-2 (CNS précurseurs neuronaux) 
SK-N-MC  (tumeur neuroectodermique 
primitive)* 

De 1µM à 10mM 5 jours Mort neuronale Lee et al., 2012 

MRC-5 (fibroblastes) 
SH-SY5Y (glioblastome) 
HUVECs (endothéliale) 

31.25mM 2 – 4 – 16h Mauvaise incorporation dans les protéines (sérine) Dunlop et al., 2013 

SH-SY5Y (glioblastome) 
HEK-293 (reins) 

De 9µM à 5mM 24 – 48 – 96h Réduction de la viabilité cellulaire ; augmentation de l’activité des caspases 3, 7 et 12 ; stress oxydatif Okle et al., 2013 

Glioblastome  0.5mM 72h Stress du réticulum endoplasmique (problème de protéines « misfoldées ») ; augmentation de l’activité des 
caspases 3 

Main et al., 2016 

SH-SY5Y (glioblastome) De 0.5 à 4mM 24 – 48 – 96h Mort neuronale Potjewyd et al., 2017 

SH-SY5Y (glioblastome) 0.5mM 48h La BMAA et le DAB augmente l’activité des caspases 3 ; les isomères DAB et AEG seuls n’ont pas de toxicité aux 
paramètres étudiés 

Main et al., 2018 

Table 2 : Evaluation de la toxicité in vitro de la BMAA et de ses isomères. BMAA : β-N-méthyl-amino-L-alanine ; BMAA.HCl : chlorhydrate de β-N-méthyl-amino-L-alanine ; DAB : acide 2,4-
diaminobutanoïque ; AEG: N-(2-aminoethyl)glycine ; ROS : espèces réactives de l'oxygène ; NSCs : neural stem cells. * SK-N-MC was originally thought to be a neuroblastoma cell line but shown to 
be from an Askin tumor (Adapté de (108)). 
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Organisme, âge Dose(s) Voie d’exposition Effets Références 

Rats, juvéniles 0.71–1.7 mg/g i.p Atteinte comportementale (69) 

Macaques  100 à 315mg/j/kg ⩽ 12 
semaines 

Orale Problème de motricité, symptômes de  type parkinsoniens (14) 

Souris, néonatal 0.05mg 
1mg 

i.c.v Dysfonction de la motricité 
Hyperactivité, dysfonction motrice 

(14) 

Souris,  2 mois 500mg/kg/j 11 semaines Aucune atteinte comportementale (109) 

Rats, n.p 678 × 10-3 mg/g i.p Dysfonction motrice ; hyperactivité (110) 

Souris, n.p 0.15 – 1.5mg i.c.v Dysfonction motrice (111) 

Rats, juvéniles 39x10-6 – 91x10-6 mg/kg i.p Dysfonction motrice (112) 

Rats, adultes 0.5mg/jour i.c.v jusqu’à 60j Dysfonction motrice (113) 

Rats, n.p 0.5mg/jour i.c.v   jusqu’à 10j Dysfonction motrice (114)  

Rats, PND9 200 – 600mg/kg s.c ; 2 jours Dysfonction motrice ; Passage de la BHE ; Hyperactivité (105) 

Rats, PND9-10 200 – 600mg/kg s.c ; 2 jours Atteinte cognitive à l’âge adulte (105) 

Rats, PND9-10 50, 200, 600mg/kg s.c ; 2 jours Mort neuronale (hippocampe) à la dose la plus forte 
Atteinte cognitive (âge adulte) 

(115) 

Rats, nouveaux-
nés 

460mg/kg s.c Mort cellulaire, astrogliose, troubles de l'apprentissage et de la mémoire à l'âge adulte, 
agrégation des protéines 

(116) 

Rats, PND21 300mg/kg i.p ; 5 jours Mort neuronale (117) 

Souris ; 6 mois 28mg/kg/j Orale ; 30j Aucune atteinte motrice ou cognitive (118) 

Souris, 12-14 
sem. 

100mM Injection intra crâniale Mort neuronale (119) 

Rat, 
adultes 

300 mg/kg i.v ; De 2 à 8 semaines Atteinte mitochondriale ; astrogliose ; perte de motoneurones avec accumulation de TDP-
43 ; surexpression des cytokines pro-inflammatoires et de NF- κB. 

(120) 

Rat, 
adultes 

300mg/kg/j i.p ; 5 jours Atteinte du cervelet ; augmentation des biomarqueurs de la SLA (TDP-43, GSK3) (99) 

Rat 400mg/kg/j s.c  Chez les PND3, 4, et 5 : troubles comportementaux (atteinte motrice).  
Atteinte olfactive (symptôme précoce de la MP), Atteinte mnésique ; réduction de 
l’activité motrice et de l’activité exploratoire. 

(121) 
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Rat et souris 1, 10, 100mg/kg orale ; 1, 5, ou 10 jours Principale voie d'excrétion : CO2 expiré (46-61 %) avec 7-13 % et 1,4-8 % de la dose 
administrée excrétée dans l'urine et les fèces, respectivement 
Toxine distribuée et accumulée de façon dose/dépendante dans l’ensemble des tissus, 
dont le cerveau. Pas de différence interespèces ni genre-dépendant 

(122) 

Rat, PND10 460mg/kg s.c ; 2 jours Absorption sélective dans la glande pinéale 30 minutes à 24 heures après 
l'administration de BMAA radiomarquée ; inhibition de la synthèse de mélatonine 

(123) 

Rat, PND3 50mg/kg 
- 
100mg/kg 

s.c Altérations comportementales (atteinte motrice) ; dépôt de plaques bêta-amyloïdes ; 
perte neuronale dans l'hippocampe de rats adultes. 
 
Symptômes neurodégénératifs ; symptômes  cliniques évoquant la SLA, ainsi que la 
maladie de Parkinson. 

(124) 

Rat, PND5 400mg/kg s.c Dysfonction motrice ; perte neuronale (101) 

Souris  50mg/kg Via leur mère (intranasale) lors de 
la période gestationnelle (différents 
temps) 

Augmentation des phénomènes apoptotiques lorsque traitement réalisé à E15.5 ; 
absence d’effet à E13.5. Lors d’un traitement chronique tous les deux jours dès E10.5 
jusqu’à E14.5 : perturbation de la neurogenèse ; Prolifération des cellules microgliales.  

Feat-Vetel et al., CEA  (en 
cours de publication) 

Table 3 : Etudes de la toxicité in vivo de la BMAA ou de ses isomères chez les rongeurs (rat, souris) et les primates non-humains. n.p. : non précisé. i.v. : intraveineuse ; i.c.v. : 
intracérébroventriculaire ; s.c. : sous-cutané ; PND : jours postnataux ; i.p : intrapéritonéal. 
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c) Chez l’être humain 

Des études établissent un lien entre la présence de la neurotoxine et les MND. Ce lien semble 

particulièrement fort concernant la SLA/PDC. En effet, la BMAA a été détectée dans le tissu cérébral 

post-mortem de personnes décédées de la SLA ou de la maladie d’Alzheimer (MA). Elle n’a pas été 

détectée au sein de patient atteint de la maladie de Huntington (MH), ni des patients témoins (125). 

Considérant les études in vivo précédemment évoquées (Table 3), les études épidémiologiques 

s’intéressant aux clusters de SLA pourraient porter une attention particulière à l’exposition maternelle 

ayant eu lieu pour comprendre l’étiologie de troubles neurodégénératifs.  

Echantillon Substance 
d’intérêt 

recherchée 

Mesures Pathologies Méthode de 
détection 

Référence 

Cerveau BMAA 3 à 10 μg/g (forme libre) et 149 à 1 190 μg/g 
(forme liée) chez 83 % et 100 % des patients 
Chamorro SLA/PDC respectivement - Détecté 
chez deux patients atteints de MA (3,4 à 264 
µg/g). Présence chez un patient 
asymptomatique 4,8 à 82 μg/g 

SLA/PDC 
Alzheimer 

LC-MS (62) 

Cortex frontal Protéine 
Tau 

Augmentation des niveaux de Tau et de sa 
phosphorylation 

8 MP  (126) 

Cerveau BMAA De 331 à 256µg/g de BMAA au sein de 13 
patients ALS ; de 10 à 228µg/g au sein de 
patients AD ; pas de détection au sein des 
personnes atteintes de HD 

13 SLA 
12 MA 
8 MH 

HPLC 
LC/MS-MS 

(125) 

Cerveau BMAA 627µg/g présent chez 6 patients ALS ; 82µg/g 
présent chez un individu Chamorro 
asymptomatique 

SLA/PDC HPLC (127) 

Liquide 
cérébro-spinal 

BMAA Présence de BMAA au sein du CNS ; mais 
absence de relation entre la présence de BMAA 
et l’ALS 

12 SLA 
 

UHPLC–MS/MS (128) 

Cerveau BMAA Pas de BMAA libre ou liée 20 MA UPLC-MS/MS-
DC 

(129) 

Cheveux BMAA Corrélation entre la présence de BMAA dans les 
cheveux étudié et la consommation de 
coquillages 

Aucune UHPLC-MS/MS (130) 

Table 4 : Détection de la BMAA au sein d’échantillons humain. BMAA : β-N-méthyl-amino-L-alanine ; DAB : acide 2,4-
diaminobutanoïque ; SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique ; MA : maladie d'Alzheimer ; MH: Maladie de Huntington; MP : 
maladie de Parkinson ; HPLC : Chromatographie Liquide Haute Pression ; UPLC : Chromatographie Liquide Ultra Performance. 

 

Lien entre la BMAA et les maladies neurodégénératives 

La SLA est aussi appelée maladie de Charcot ou maladie de Lou Gehrig. Selon Orphanet, l'incidence 

(environ 1/50 000 par an) et la prévalence (environ 1/20 000) sont relativement uniformes dans les pays 

occidentaux. Il existe une légère prédominance masculine (ratio H/F d'environ 1,5/1). L'âge moyen de 

début de la SLA sporadique est d'environ 60 ans. Si la majorité des cas est d’origine sporadique 

(probablement environnementale), 5 à 10% sont familiaux (génétiques). Parmi les gènes impliqués dans 

la survenue de la maladie, il y a le gène TARDBP (code pour la protéine TAR DNA-binding protein 43, 

TDP-43) ainsi que C9orf72. Ce dernier serait muté dans environ 40 % des cas familiaux (Figure 9A).  
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Figure 9 : Paysage génétique de la SLA entre 1993 et 2016 et les processus biologiques impliqués. (A) Les cas familiaux de SLA 
représentent environ 10 % de tous les cas de SLA. De ces 10%, environ 70% peuvent être expliqués génétiquement. GWAS = 
étude d'association à l'échelle du génome. WGS = séquençage du génome entier. WES = séquençage de l'exome entier. NGS = 
séquençage de nouvelle génération. RP-PCR = réaction en chaîne par polymérase amorcée par répétition. SNP = polymorphisme 
mono nucléotidique. ASO = oligonucléotide anti sens. (B) Interactions entre gènes associés à la SLA et leur implication au sein 
des fonctions cellulaires. Le cercle extérieur est un idéogramme de caryotype montrant 24 chromosomes (22 chromosomes 
autosomiques, chromosome X, et chromosome Y; le cercle intérieur montre l'emplacement de chaque gène. Les liens entre les 
gènes représentent des interactions au niveau des protéines ou des gènes. Les données d'interaction ont été obtenues auprès 
du Biological General Repository for Interaction Datasets (131). 

 
La SLA est ainsi une maladie multifactorielle c’est-à-dire soumise à l’influence de la génétique et 

probablement de l’environnement. Concernant les facteurs environnementaux, plusieurs facteurs sont 

suspectés de participer à l’apparition de la maladie ou d’accélérer sa progression. Parmi eux, on trouve 

le tabac (132), l’exposition à des pesticides (133), la consommation de champignons (134) ainsi que 

l’exposition à la cyanotoxine BMAA.  

 

o Cas de l’île de Guam 
 

  La SLA/PDC est une SLA atypique. C’est une MND qui semble avoir une origine 

environnementale. L’exposition aux génotoxines/neurotoxines présentes dans les graines de cycas 

(Cycas sp.) est particulièrement mise en cause. Ces graines étaient traditionnellement utilisées comme 

source de nourriture (Île de Guam, Etats-Unis) et/ou comme médicament (Guam, Kii-Japon, Papouasie-

Indonésie). Malheureusement, les composés de graines contiennent des composés toxiques tels que la 

cycasine, qui produit le méthylazoxyméthanol (MAM), et la BMAA. Ces toxines sont en mesure de 

reproduire les symptômes caractéristiques de la neuropathologie SLA/PDC (Table 3).  

 

Ce sont les travaux de Cox et collaborateurs qui ont conforté l’hypothèse de la BMAA en tant que 

facteurs favorisant l’apparition de la SLA. En effet, ils identifient la bioaccumulation de la BMAA au sein 

A B 
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des différents niveaux trophiques de l’écosystème au sein de l’Île de Guam (135). La nature chimique 

de la BMAA n’indique pas, en première intention, une tendance à se bioaccumuler au sein de 

l’écosystème. Contrairement à d'autres composés bioamplifiés, la BMAA n'est pas un composé 

lipophile. De ce fait, la toxine n’apparaît pas comme sujette à s'accumuler dans les tissus adipeux. Un 

autre mécanisme pourrait être responsable de la bioamplification de la BMAA. Les acides aminés sont 

des composants des protéines ; étant structurellement analogue d’acide aminé, la BMAA pourrait 

s’incorporer au sein des protéines (Figure 10). En effet, l’équipe de Murch a constaté que la BMAA est 

certes présente sous forme libre mais également sous forme « liée » (62). Il existe alors un réservoir 

neurotoxique endogène de BMAA « liée », associée aux protéines. Le catabolisme protéique libère de 

façon lente et progressive de grandes quantités de BMAA, dans toutes les matrices testées (d’un facteur 

10 à 240, Figure 10). Ces observations, en plus de la détection de BMAA dans le cerveau de Chamorros 

décédés de la SLA-PDC (62) appuient l’implication de la BMAA dans l’étiologie de la maladie. 

L’incorporation de la toxine au sein des protéines pourrait expliquer la longue phase de latence 

observée avant le développement des premiers symptômes de la maladie, mais aussi la bioaccumulation 

dans les organismes.  

 

 

Figure 10 :  Conséquence de la présence de la BMAA sous deux formes (formes libres et formes liées). (A) Biomagnification de la 
forme libre et de la forme liée de la BMAA au sein de l’écosystème de Guam. (B) Schématisation du réservoir endogène 
neurotoxique (62). 

 

d) Mécanismes putatifs de la BMAA 

Nous venons de voir que la BMAA est un acide aminé non canonique, produit par divers taxons de 

phytoplancton, y compris des souches de cyanobactéries d'eau douce, de diatomées marines et de 

dinoflagellés. Cette toxine serait impliquée dans les maladies neurodégénératives à développement 

lent, notamment l’ALS/PDC. Néanmoins, le lien épidémiologique entre l'exposition humaine à la toxine 

et le développement de telles pathologies demeure à être précisément identifié. De récentes études, in 

vitro et in vivo, positionnent la BMAA comme une toxine développementale, qui ciblerait des zones 

spécifiques du système nerveux central  (102,121,123). Différentes hypothèses de mécanismes 

A B 
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d’actions de la BMAA sur le SNC ont été proposées, sans qu’elles soient nécessairement indépendantes 

les unes des autres. 

 

 La BMAA induit une excitotoxicité via les récepteurs au glutamate 

Une stimulation excessive des neurones postsynaptiques peut être excitotoxique et conduire à la mort 

neuronale. Ce phénomène a été très largement observé en présence de BMAA (Table 2, Table 3).   

 

 
Figure 11 : L’ion  carbamate de BMAA peut simuler un agoniste du glutamate. (A) L'interaction BMAA/HCO3- est susceptible de 
former une molécule structurellement apparentée au glutamate. (B) structure chimique du glutamate (136). 

 
Les effets de la BMAA ont d'abord été étudiés à des concentrations relativement élevées (1 mM à 3 

mM) sur des cultures primaires de neurones corticaux de souris (137). Les effets neurotoxiques observés 

semblent dépendre de la présence de l’ion bicarbonate. L’interaction de l’ion bicarbonate avec la toxine 

fournit un groupe carboxylique nécessaire à l'interaction avec les mGluR (137). Cette « relation » a été 

également identifiée dans d'autres études in vitro, incluant des cellules non neuronales telles que les 

cellules gliales (Table 2). Ainsi, l'interaction BMAA/HCO3
- est susceptible de former une molécule 

structurellement apparentée au glutamate, agissant comme un agoniste de ses récepteurs (Figure 11). 

Plusieurs études menées par Pierozan et collaborateurs (17,123) appuient l’implication des mécanismes 

glutamatergiques dans la toxicité de la BMAA. En effet, l'antagoniste des récepteurs NMDA (MK-801) et 

l'antagoniste des récepteurs métabotropiques du glutamate (MCPG) protègeraient contre les 

altérations induites par la BMAA (17). L’utilisation d’un antagoniste des récepteurs ionotropiques non 

NMDA (CNQX) a empêché la diminution de la viabilité cellulaire induite par la BMAA dans des cultures 

mixtes contenant à la fois des cellules neuronales et gliales. Dans des cultures composées uniquement 

de neurones, cet effet « protecteur » n’a pas été observé.  D’une part cela suggère l’importance des 

interactions des populations cellulaires neuronales et gliales, d’autre part cela souligne l’implication des 

récepteurs AMPA gliaux dans la toxicité induite par la BMAA.  

 

La cascade d'événements cellulaires et moléculaires conduisant à la SLA n'est pas caractérisée à l’heure 

actuelle. Une des hypothèses avancées est que l’excitotoxicité induite par le glutamate serait au cœur 

des dysfonctionnements cellulaires, conduisant à la neurodégénérescence.  
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 Les acteurs cellulaires impliqués dans la neurodégénérescence induite par la BMAA 

Certains processus neurodégénératifs impliquent des marqueurs biologiques récurrents, notamment la 

TDP-43 et la protéine Tau. Dans des conditions neurodégénératives telles que la MA, la dynamique et 

l'équilibre de la liaison tau-microtubule sont gravement affectés en raison de ses modifications post-

traductionnelles aberrantes, notamment l'acétylation et l'hyperphosphorylation de la protéine. Ces 

évènements se traduisent par des changements conformationnels qui ont pour conséquence de former 

des enchevêtrements neurofibrillaires (NFT) qui s’agrègent dans le cytosol (Figure 12). La formation des 

plaques séniles formées par des dépôts de protéines bêta-amyloïdes est une caractéristique 

pathologique de la MA. 

 

Figure 12 : Le développement des enchevêtrements neurofibrillaires tau (NFT). Les protéines tau s'auto-agrègent pour former des 
PHF (Paired Helical Filament) et des filaments droits SF (Straight filaments), ce qui conduit ensuite à la formation de NFT (138). 

La protéine est associée aux microtubules et favorise l'assemblage et la stabilité des microtubules qui 

est liée au flux axoplasmique et aux activités neuronales critiques dans les conditions physiologiques. 

Diverses études ont montré que la BMAA interfère avec le niveau de phosphorylation de la protéine 

Tau. D’une part, elle inhiberait l'activité de sa principale phosphatase PP2A 5 (protéine phosphatase 

2A), d’autre part, elle augmenterait l’activité de la GSK-3β kinase (99,126). Comme évoqué 

précédemment, la BMAA agit également comme un agoniste des récepteurs métabotropiques du 

glutamate tels que mGluR5 (17,139). Cette activation dans des cultures primaires de neurones corticaux 

entraîne une forte diminution de l'activité de PP2A. Cette diminution de l'activité de la phosphatase 

PP2A a entraîné un niveau plus élevé d'hyperphosphorylation de Tau. Une  étude épidémiologique 

rapporte une activité catalytique de PP2A significativement réduite dans les cerveaux de la cohorte de 

Guam atteinte du syndrome ALS/PDC (126).  De plus, la BMAA entraîne une augmentation de la 

synthèse de GSK-3β et de l'activité kinase, dont l'une des cibles est la protéine Tau  (140,141). Les effets 
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toxiques de la BMAA sont annulés par l'inhibition de l'activité GSK-3 (142). Ces résultats ont été 

reproduits avec des inhibiteurs chimiques de la GSK-3 et des molécules naturelles telles que le 

phosphate de sphingosine-1 ou l'acide isolecaronique (Figure 13). 

La TDP-43 est une protéine codée par le gène TARDBP, et est présente dans le noyau cellulaire de la 

plupart des tissus. Elle se lie à l'ADN et participe à la régulation de la transcription. Elle peut également 

se lier à l'ARN pour assurer sa stabilité. En coupant et réarrangeant les ARNm par épissage alternatif, 

TDP-43 contrôle la production de différentes versions de certaines protéines (143). De nombreuses 

mutations du gène TARDBP ont été identifiées chez des patients atteints de SLA (144). La plupart de ces 

mutations affectent la région de la protéine impliquée dans la maturation de l'ARNm, ce qui perturbe la 

production d'autres protéines. Un mauvais repliement de TDP-43 conduit notamment à la formation 

d'agrégats de protéines de motoneurones chez certains patients SLA. Plusieurs études, in vitro et in vivo 

suggèrent que la BMAA entraîne la surexpression de TDP-43 et la formation d'agrégats de protéines 

(Table 2 et Table 3). Or, ces formes spécifiques de TDP-43 sont présentes chez les patients atteints de 

SLA ainsi que dans le cervelet et l'hippocampe des rats traités par perfusion intrathécale de BMAA ; ces 

formes sont également présentes dans la moelle épinière où une légère accumulation et agrégation de 

TDP-43 dans le cytosol de certains motoneurones lésés et dégénérés ont été observés (145). 

 

Ces données viennent questionner sur la limite d’exposition à la BMAA. Plusieurs voies d’expositions 

sont à considérer. L’être humain est en effet susceptible d’être exposé à cette toxine par voie orale par 

le biais d’eau contaminée mais également via l’alimentation. La présence de neurotoxines au sein de 

compléments alimentaires à base de cyanobactéries est également préoccupant (47,70,146). Les 

populations animales et humaines peuvent également être exposé par voie aérienne, par aérosolisation. 

Les différentes études toxicologiques, notamment les travaux de Pierozan et collaborateurs, soulignent 

l’influence du stade de développement lors de l’exposition.  

 

En résumé, la taille et la fréquence des efflorescences microalguales et cyanobactériennes augmentent 

parallèlement à la hausse des températures mondiales et à l'augmentation de l'eutrophisation, ce qui a 

des implications pour la santé humaine. En effet, les toxines, telles que la BMAA, ont été impliquées 

dans le déclenchement de maladies neurodégénératives telles que la SLA/PDC. La BMAA, qui est un 

analogue d’acide aminé non protéique soluble dans l'eau peut se bioaccumuler dans la chaîne 

trophique, sous une forme libre et liée aux protéines. L'un des mécanismes impliqués dans la 

bioaccumulation de BMAA est la mauvaise incorporation dans les protéines à la place de l'acide aminé 

canonique L-sérine. La BMAA serait un analogue des récepteurs glutamatergiques et ainsi interférer 

avec les systèmes glutamatergiques.  
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La prolifération d’espèces productrices de BMAA est favorisée par l’utilisation de certains pesticides. Le 

glyphosate et le glufosinate d’ammonium sont parmi les herbicides les plus utilisés. Comme la BMAA, 

ce sont des analogues structuraux d’acides aminés et peuvent avoir des effets néfastes sur le système 

nerveux central. Ces composés sont donc présents de façon concomitant dans l’environnement et 

peuvent avoir des cibles moléculaires communes.  

 

 

 

Figure 13 : Aspects moléculaires des mécanismes de neurodégénérescence potentiellement induits par la BMAA. Au niveau d'une 
synapse glutamatergique, la toxine BMAA se lie aux récepteurs ionotropes () et métabotropes (mGluR). Leur activation entraîne 
une augmentation significative du Ca2+ intracellulaire, directement via iGluR et indirectement via mGluR (signalisation PLC). 
Cette augmentation de [Ca2+]i favorise le stress du RE et l'apoptose cellulaire. En parallèle, l'inhibition de PP2A induit une 
hyperphosphorylation de la protéine Tau, qui produit une dégénérescence de l'enchevêtrement. Enfin, le système Xc− 
(cotransport cystine/glutamate) est détourné par la BMAA pour pénétrer le neurone postsynaptique. Une fois dans le 
cytoplasme, la toxine est susceptible de s'insérer dans les protéines cellulaires néosynthétisées et de provoquer l'agrégation des 
protéines mal repliées qui conduit à la mort neuronale. GRP78 : protéine de 78 kDa régulée par le glucose ; GSK-3 : glycogène 
synthase kinase-3 ; iGluR : récepteurs ionotropes glu ; mGluR : récepteurs métabotropiques glu ; PLC : phospholipase C ; PP2A : 
protéine phosphatase 2A ; S1P : sphingosine-1-phosphate ; Src : proto-oncogène tyrosine-protéine kinase ; TDP-43 : protéine de 
liaison à l'ADN TAR 43 (18). 
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II) Les pesticides 

1. Définition et classification 
Le terme « pesticides » provient de l’anglais. Le terme pest se rapporte à ce qui est nuisible (espèce 

animale ou végétale) et le suffixe -cide signifie « tuer ». Un pesticide désigne donc une substance utilisée 

pour lutter contre des organismes estimés nuisibles. Ce terme regroupe notamment les fongicides, les 

insecticides et les herbicides (Figure 14). Dans une définition plus large, celle de la réglementation 

européenne, les pesticides sont des produits « fabriqués ou naturels, ne contenant pas d’organisme 

vivant ». Cette définition regroupe ainsi les produits dits « phytopharmaceutiques », les biocides, ainsi 

que des médicaments à destination humaine et vétérinaires. 

 
Figure 14: Les différentes familles de pesticides. En rouge, quelques molécules pour lesquelles l’effet neurotoxique chez les 
mammifères a été mis en évidence (147). 

L'agriculture dite conventionnelle repose actuellement sur l'utilisation généralisée de pesticides pour 

lutter contre divers « ravageurs » (espèces adventices, champignons, insectes) et ainsi assurer le 

rendement des cultures et nourrir une population en croissance constante. L'utilisation généralisée des 

pesticides dans l'agriculture conduit à la contamination des sols et peut intégrer ainsi la chaîne 

trophique. La persistance des résidus de pesticides dans le sol est une menace majeure en premier lieu 

pour les organismes vivants du sol, qui soutiennent un nombre important de services écosystémiques. 

Bien que les autorités n’autorisent les pesticides sur le marché qu'après certaines évaluations 

toxicologiques, celles-ci s’avèrent parfois incomplètes. En effet, certains paramètres sont rarement 

abordés tels que les effets chroniques, les effets à moyen-long terme et l’utilisation de faibles 

doses/concentrations. 

 

2. Pesticides et maladies neurodégénératives 
Les effets toxiques potentiels des pesticides sur les organismes non ciblés, y compris les humains, 

suscitent de vives inquiétudes. Dans de nombreux cas, la cible moléculaire d'un pesticide est partagée 

par des espèces non ciblées. Le nombre de recherches étudiant la neurotoxicité des pesticides est ainsi 

croissante, mais demeure réduite pour certaines substances actives. Des études épidémiologiques ont 

suggéré un lien entre la survenue des maladies neurodégénératives et le fait de travailler ou de vivre au 
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voisinage d’une exploitation agricole utilisant des pesticides. Les cas d’empoisonnement aigu, 

notamment recensé par les centres anti-poisons, avec ces molécules démontrent leur caractère 

neurotoxique. La mise en évidence de la présence de pesticides, à forte dose, dans des structures 

cérébrales de patients atteints de parkinson suggère de réelles conséquences à une exposition 

chronique à ces pesticides (148). 

Depuis le 4 mai 2012, un décret reconnaît officiellement la MP comme maladie professionnelle et établit 

un lien de causalité entre cette pathologie – seconde maladie neurodégénérative en France après la MA 

– et l’usage des pesticides. Chez la souris, l’exposition au paraquat permet de modéliser la maladie de 

Parkinson. Ce composé augmente l’expression et l’aggrégation de l’α-synucléine formant des corps de 

Lewy, caractéristique de la MP (149). Le rapport INSERM de 2021 « Pesticides et effets sur la santé, 

nouvelles données » indique tous les herbicides sans distinction pourraient avoir un rôle dans 

l’apparition de la MP chez les personnes exposées à ces substances dans le cadre professionnel. 

Si certains pesticides sont interdits dans notre pays, leur interdiction n’est pas valable hors des 

frontières. Malgré leur interdiction en France les effets du DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-chlorophényl) 

éthane) et de la chlordécone demeurent à être considérés compte tenu de leur persistance et de leur 

rémanence dans les sols, jusqu’à plusieurs décennies après leur utilisation. Bien qu’interdites dans la 

plupart des pays, certaines de ces molécules, comme le DDT, demeurent utilisées pour le contrôle du 

vecteur de la malaria dans les zones endémiques. La France est le troisième consommateur mondial, 

derrière les Etats-Unis d’Amérique et le Japon. En tant que premier pays producteur agricole européen, 

la France est aussi le premier utilisateur de pesticides en Europe. L'agriculture est la première 

consommatrice de pesticides en France, ce qui représente 92 % des utilisations totales. 

 

 

3. Utilisation des pesticides en France  
Selon le ministère de l’Agriculture, le recours au désherbage chimique reste la principale modalité 

d’élimination des adventices en grandes cultures. Parmi les herbicides autorisés les plus utilisés en 

France, on retrouve notamment le S-métolachlore ainsi que le glyphosate (Figure 15). Le glyphosate est 

classé en mars 2015 comme « probablement cancérogène » par le Centre international de recherche 

sur le cancer (CIRC). Le CIRC est une agence de l'OMS qui précise que ce classement est une évaluation 

du niveau de preuves du danger engendré par l'exposition aux produits à base de glyphosate ; En 2017, 

l’Autorité européenne des produits chimiques, l’ECHA, a réaffirmé que le glyphosate n’avait pas de 

caractère cancérogène, mutagène ou reprotoxique (CMR). En 2021, néanmoins, l’INSERM estime dans 

son rapport public “Pesticides et santé” que le lien entre l’exposition au glyphosate et la survenue de 

certaines pathologies serait très sous-estimé. De plus, il existe une certaine omnubilation des 
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scientifiques à étudier cette substance uniquement d’un point de vue « cancer » qui a pour 

conséquence d’occulter les autres aspects de sa toxicité.  

 

 

 
Figure 15 : Principales substances actives des herbicides utilisées sur plantes sarclées et leur classification toxicologique. (A) 
Principales substances actives utilisées avant ou après semi entre 2011 et 2017. (B) Principales substances herbicides classées 
selon leur classification toxicologique ; A noter que trois de ces substances sont classées CMR, à savoir le mesotrione, l’ac lonifen 
et le flurochloridone ; malgré de vifs débats, le glyphosate n’est pas classé CMR (C) Évolution de la quantité de substances actives 
appliquée entre 2011 et 2017.  La taille de la bulle correspond à la quantité de substance active appliquée en 2017.  

 
Actuellement, le glyphosate demeure autorisé en France. En 2017, son autorisation a été prolongée de 

5 ans suite à un vote des pays européens. De façon concomitante, l’herbicide Basta F1, dont la substance 

active est le glufosinate d’ammonium, a été interdit par l’ANSES. L’agence a en effet conclu que son 

utilisation présente “des risques pour la santé des utilisateurs et des travailleurs, et des personnes 

présentes à proximité des espaces traités”. Ailleurs en Europe, et dans le monde, le glufosinate se 

positionne comme un herbicide clé pour lutter contre les espèces végétales non souhaitées, résistantes 

au glyphosate. Le glufosinate d’ammonium est un herbicide à large spectre. L'utilisation du glufosinate 

a augmenté de façon exponentielle au cours de la dernière décennie (150).  

 

4. Le glyphosate et le glufosinate d’ammonium 

A) Structures chimiques et formules commerciales 

Le glyphosate et le glufosinate d’ammonium (figure 16A et 16B) sont les substances actives d’herbicides 

commerciaux. Le glyphosate est commercialisé sous la formulation du Round Up (Monsanto / Bayer), 

Attila (Philea), Barbarian (Barclay Chemicals), ou encore Radikal (Fitogal). L’herbicide Basta F1 (Bayer) 
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est le seul produit qui fut autorisé en France dont la substance active fut le glufosinate d’ammonium. 

Son interdiction en France par l’ANSES date du 24 octobre 2017. 

 

 

Figure 16 : Structure chimique des deux herbicides étudiés. (A) Le glyphosate. (B) Le glufosinate d’ammonium. 

a) Mécanismes d’actions (cibles) 

Le glyphosate et le glufosinate d’ammonium sont des organophosphorés. Ils sont, entre autres,  établis 

pour agir par inhibition irréversible de l’acétylcholinestérase (AChE). Le rôle de cette enzyme est de 

cliver l'acétylcholine (neurotransmetteur) en choline inactive et en ion acétate. Cette réaction chimique 

permet aux neurones cholinergiques de revenir à l’état de repos après leur activation par des influx 

nerveux. Le glyphosate agit en bloquant la chaîne de synthèse des précurseurs d'acides aminés 

essentiels pour le fonctionnement de la plante, notamment pour la photosynthèse. Le glufosinate 

d’ammonium est un inhibiteur spécifique de la glutamine synthétase, enzyme nécessaire à la production 

de glutamine et à la détoxification de l'ammoniac. L'application de glufosinate sur les plantes entraîne 

une réduction de la glutamine et une augmentation des niveaux d'ammoniac dans les tissus, ce qui 

interrompt la photosynthèse et entraîne la mort de la plante (151). 

B) Etude toxicologique de xénobiotique 

Suite à l’exposition à un xénobiotique, le devenir de celui-ci dans l’organisme est divisé en quatre phases 

: l’Absorption, la Distribution, le Métabolisme et l’Excrétion/Elimination (ADME). L’absorption décrit la 

pénétration du xénobiotique dans l’organisme ; la distribution s’attache à étudier la répartition du 

xénobiotique dans l’organisme, le métabolisme détermine l’éventuelle biotransformation 

(métabolisation) du xénobiotique et l’excrétion décrit l’élimination de l’organisme du toxique et de ses 

métabolites. La toxicocinétique dépend de plusieurs facteurs, tels que la concentration du xénobiotique, 

la durée de l’exposition, son poids moléculaire, son éventuelle lipophilie, la biodisponibilité et 

également la demi-vie de la substance et de ses métabolites. A l’échelle de l’organisme, il existe des 

barrières internes protégeant l’organisme des xénobiotiques. Elles sont au nombre de quatre : la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) présente entre le sang et le parenchyme cérébral, la barrière 

hémato-liquidienne entre le sang et le liquide céphalo-rachidien (LCR), la barrière hémato-testiculaire 

entre le sang et les testicules, et la barrière placentaire entre la mère et le fœtus. Au niveau cellulaire, 
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la toxicocinétique est décrite en quatre phases (Figure 17). La première phase est l’entrée de la 

substance dans la cellule, par des mécanismes de diffusion facilitée ou active via des transporteurs 

appartenant à la famille des “solute carrier” (SLC). 

 

 
Figure 17 : Métabolisme général des xénobiotiques (152). 

 
Lorsque le xénobiotique pénètre à l’intérieur de la cellule, il est converti par des enzymes du 

métabolisme de phase I (les cytochromes P450) et de la phase II (glutathion-S-transférase, ou GST ; N-

acétyltransférase, ou NAT). La substance étrangère sort de la cellule lors de la phase III, par des 

transporteurs ATP-dépendants de la superfamille des “ATP-binding cassette” (ABC). En fonction de leur 

polarité, les métabolites ainsi produits peuvent être excrétés de l’organisme dans les urines, ou encore 

via la bile. Les métabolites générés par le système de détoxication de l’organisme peuvent s’avérer plus 

toxiques que la molécule mère ; en toxicologie, l’exemple bien connu est celui du benzène (153). En 

effet, le benzène est métabolisé essentiellement dans le foie, mais aussi dans les autres tissus où il s'est 

fixé, notamment la moelle osseuse. La première réaction, catalysée par le système du cytochrome P450 

(CYP2E1), conduit à la formation d'époxybenzène. L'absence d'effets néfastes chez les souris knockout 

CYP2E1 (souris dépourvue de l'activité enzymatique CYP2E1) montre que cette étape de métabolisation 

est essentielle dans la toxicité du benzène (154). Malgré les capacités cellulaires de détoxication, les 

substances xénobiotiques telles que les herbicides peuvent activer de nombreuses voies de signalisation 

et entraîner des effets délétères chez des organismes non-cibles. 

 La plupart des herbicides peuvent induire un stress oxydant via la production importante des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS). Ce stress implique notamment des enzymes et des molécules chargées de 

limiter le stress oxydatif telles que le glutathion oxydé (GSH), la GST, Glutathion Peroxydase (GPX) ou 

encore la vitamine C (155). Si le glyphosate et le glufosinate induisent du stress oxydatif (156), leurs 

mécanismes de toxicité sont aujourd’hui décrits, au moins partiellement, dans la littérature.  
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C) Le Glyphosate 

 

a) Cible principale 

 
Le glyphosate (N-(phosphonométhyl)glycine) est un herbicide systémique à large spectre. La fonction 

herbicide du glyphosate a été découverte en 1970 par John Franz, un chimiste de la société Monsanto, 

qui a produit plusieurs années plus tard le premier herbicide à base de glyphosate (GBH, Glyphosate 

based herbicide), le Roundup® (157). De nos jours, il existe des centaines de GBH commercialisés sous 

différentes marques dans plus de 100 pays à travers le monde ; il s’agit de la substance active la plus 

utilisée dans le monde (158). Les GBH contiennent, en plus de la molécule active, des tensioactifs 

polaires, tels que le polyoxyéthylèneamide (POEA), l'acide sulfurique et l'acide phosphorique (159). 

Ceux-ci renforceront l'action herbicide du glyphosate en augmentant sa solubilité dans l'eau ainsi qu'en 

favorisant sa pénétration et son absorption dans la plante (160). D’un point de vue toxicologique il faut 

donc différencier l’action de la substance active, le glyphosate, des surfactants.  

 

b) Valeurs toxicologiques  

 
Dans le cadre d’études toxicologiques, il existe plusieurs paramètres standard pour apprécier la toxicité 

d’un composé. La dose létale médiane, DL50, correspond à la dose à laquelle 50% des organismes ayant 

reçu la dose ne survivent pas. Dans la même logique, on étudie la CL50 (concentration létale médiane). 

Ce paramètre s’étudie en toxicité aiguë. En toxicité chronique, on peut apprécier la NOAEL/NOAEC, qui 

est la dose/concentration la plus élevée d'une substance qui, dans des conditions d'exposition définies, 

ne provoque aucun effet nocif observable/détectable (altération) sur la morphologie, la capacité 

fonctionnelle, la croissance, le développement ou la durée de vie des animaux testés.  

La LOAEL/LOAEC est la dose/concentration la plus élevée d'une substance dans des conditions 

d'exposition définies, où un effet est observable/détectable (altération) sur l’un des paramètres ci-

dessus. Ces paramètres sont illustrés au sein de la figure 18A. Plus ces paramètres possèdent une dose 

ou concentration faible, plus une substance va être considérée comme toxique (Figure 18B).  
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Figure 18 : Illustration des paramètres toxicologiques et leur toxicité associée. (A) Représentation graphique de la NOAEL, LOAEL 
et LD50 (modifié d’après Gupta, 2018). (B) Classification de la toxicité d’une substance selon la DL50 (161). 

 En raison de préoccupations croissantes concernant la toxicité du glyphosate, l'Autorité européenne 

de sécurité des aliments (EFSA) a réalisé en 2015 un examen des risques associés à l'utilisation du 

glyphosate, et les paramètres toxicologiques suivants ont été définis ou examinés sur la base d'études 

en laboratoire sur des lapins (EFSA, 2016). La NOAEL est de 100mg/kg de poids corporel par jour. La DJA 

(Dose journalière acceptée) est de 0,5mg/kg de pc par jour.  

Plusieurs institutions ont déterminé la DL50 via les voies orale et cutanée. Au niveau européen, l'EFSA a 

défini, en 2015, une DL50 supérieure à 2000mg/kg de poids corporel pour les voies orale et cutanée 

(28). Au niveau mondial, l'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO) et 

l'Organisation mondiale de la santé (OMS), dans un avis conjoint, ont défini, en 2016, une DL50 de 5600 

mg/kg de poids corporel pour la voie orale et supérieure à 2000 mg/kg du poids corporel pour la voie 

cutanée (FAO/WHO ; Pesticide Residues in Food 2016). En regard de l’échelle de toxicité (Figure 18) cela 

classifierait le glyphosate en tant que molécule peu toxique. 

 

c) Etudes épidémiologiques et expérimentales  

Des cas de toxicité aiguë chez l'homme, après l'ingestion accidentelle ou intentionnelle de GBH, les 

rapports font état d’une perte de poids, des troubles gastro-intestinaux, pulmonaires, rénaux et 

hépatiques ainsi que l’apparition de maladies neurodégénératives quelques mois après l’ingestion (162–

165). 

 

 Effets génotoxiques 

Le glyphosate possède également des effets génotoxiques. En 2017, une étude in vitro a montré que le 

glyphosate pouvait induire des dommages à l'ADN dans les leucocytes humains. Également, le 

glyphosate induit des changements épigénétiques (méthylation) dans les cellules animales (166). 

D’autres études font état d’une activité génotoxique associée à l’exposition aux GBH, mais celle-ci serait 

principalement liée au POEA, un surfactant présent dans les GBH (167). 

 

 Effets néphrotoxiques 
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En 2019, une étude chez le rat a montré que l'exposition chronique aux GBH est néphrotoxique, 

entraînant la perte de cellules tubulaires par apoptose. De façon intéressante, la toxicité induite par le 

glyphosate dépendrait des récepteurs NMDA, qui sont des récepteurs ionotropiques au glutamate, qui 

seraient activés par le glyphosate (168). 

 

 Effets tératogènes ? 

Plusieurs études épidémiologiques menées dans plusieurs pays d'Amérique du Sud ont rapporté un 

nombre croissant de malformations chez les fœtus dans les zones de forte application de GBH, 

questionnant ainsi le potentiel tératogène de cet herbicide (169). Cependant, en 2016, la FAO a conclu 

dans son rapport sur les pesticides que le glyphosate n'est pas tératogène. Cette conclusion est basée 

sur plusieurs études menées sur des rats, dans lesquelles aucun effet délétère chez l’embryon n'a été 

répertorié avec des doses quotidiennes allant jusqu'à 3500mg de glyphosate par kilogramme de poids 

corporel (FAO/WHO, Pesticide Residues in Food 2016). 

 

 Effets sur le système nerveux  

o Effets sur la neurogenèse 

Certains auteurs se sont penchés sur l’effet du glyphosate sur la neurogenèse. L’étude de Masood et 

collaborateurs (170) a démontré que les concentrations maximales admissibles de glyphosate 

reconnues par les autorités de protection de l'environnement réduisaient de manière significative la 

migration cellulaire et la différenciation des NSCs (Neural stem cells). De plus, l'expression du gène 

cytoprotecteur CYP1A1 a été régulée à la baisse tandis que l'expression du gène indicateur de stress 

oxydatif SOD1 a été régulée à la hausse. Leur résultat indique que le glyphosate est bel et bien une 

substance neurotoxique à considérer, en particulier pour le système nerveux en développement (170). 

Le glyphosate a été identifié comme génotoxique dès 70µM sur culture de cellules souches 

embryonnaires, basé sur l’observation de foyer de γH2Ax (Figure 19). Cette observation s’accompagnait 

d’une baisse du pouvoir prolifératif des cellules souches embryonnaires (Figure 19). 
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Figure 19: Effet du glyphosate (GLY) sur la génotoxicité (cassures doubles brins) et la prolifération cellulaire sur culture primaire 
embryonnaire de cellules souches. Le pouvoir prolifératif est visualisé grâce au marquage Ki67. La génotoxicité est déterminée 
via les foyers γH2Ax témoignant de cassures doubles brins (Feat-Vetel et al., CEA, in preparation).  

 

o Effets sur la transmission synaptique 

Les neurotransmetteurs tels que le glutamate et la glycine sont libérés au niveau des synapses 

neuronales et sont impliqués dans l'apprentissage et la mémoire. Or, le glyphosate présente des 

similitudes structurelles avec le glutamate et la glycine (Figure 20). Il pourrait donc interagir avec les 

acteurs de la neurotransmission et potentiellement la perturber. En effet, le glutamate est le principal 

neurotransmetteur excitateur du cerveau. La glycine est un neurotransmetteur inhibiteur majeur mais 

aussi un transmetteur qui aide à réguler l'activité au niveau du récepteur du glutamate de type N-

méthyl-D-aspartate (NMDA) (171). De façon intéressante, il existe un site de liaison spécifique pour la 

glycine sur le récepteur NMDA. 

 

 

Figure 20: Structure chimique du glyphosate et de son métabolite majeur, l’AMPA, du glutamate et de la glycine (172) 

Les GBH semblent interférer avec certains de ces processus de signalisation importants. Cattani et 

collaborateurs (173) démontrent qu’une exposition au RoundUp® (GBH) induit une augmentation de 

l'afflux de Ca2+ due à l'activation des récepteurs NMDA et des canaux calciques activés par la tension, ce 

qui provoque un stress oxydatif et la mort des cellules neuronales. Ils interprètent cela comme une 
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conséquence d'une libération excessive de glutamate déclenchant une excitotoxicité. Bien que l'entrée 

de calcium soit essentielle à l'apprentissage et à la mémoire, une entrée excessive de Ca2+ peut 

également entraîner la mort cellulaire. 

 Ultérieurement, Cattani et collaborateurs (174) ont mesuré les enzymes antioxydantes et rapportent 

des niveaux réduits de superoxyde dismutase (SOD), de glutathion -S-transférase ainsi que des niveaux 

appauvris en glutathion (GSH), tous indiquant une augmentation du stress oxydatif. Ils concluent que 

les GBH provoquent une excitotoxicité du glutamate, une mauvaise régulation de la transmission 

cholinergique, ainsi que des dommages oxydatifs. Egalement, ils rapportent une perturbation de la 

population astrocytaire qui fluctue entre PND15 (Post-natal day) et PND60 .  Ils suggèrent que les 

mécanismes sont une interaction avec le récepteur NMDA et une diminution de l'activation de la 

signalisation p65 NF-kB. 

 

o L’exposition au glyphosate, facteur étiologique de l’apparition de troubles du spectre 

autistique ? 

Il existe certaines preuves que l'exposition aux pesticides agricoles, en particulier les pesticides 

organophosphorés, peut augmenter le risque d'autisme (175). Pu et al. (176) ont examiné des souris 

juvéniles mâles exposées à de fortes concentrations de GBH via leur mère. Ils furent exposés du jour 

embryonnaire 5 (ED5) jusqu’au sevrage (PND21). Ils ont montré des anomalies comportementales 

typique du spectre autistique. Ultérieurement, avec du glyphosate pur, ils ont observé des effets 

comportementaux similaires chez la progéniture mâle (177). Ils concluent que c'était le glyphosate lui-

même, et non les autres composants des GBH, qui provoque des effets de type autistique. D’autres 

études in vivo montrent une absence de neurotoxicité même à des concentrations élevées, de sorte 

que plusieurs institutions (dont l'EFSA et la FAO) ne considèrent pas, actuellement, le glyphosate comme 

une substance neurotoxique.  

 

o Implication dans la maladie de Parkinson 

Le glyphosate est mis en cause pour la survenue de maladies neurodégénératives, notamment la 

maladie de Parkinson. Il existe une importante corrélation entre l'exposition aux herbicides et le risque 

de développer cette maladie (178). Depuis 2012, la maladie de Parkinson est reconnue en tant que 

maladie professionnelle.  La maladie de Parkinson est le résultat de la mort de neurones 

dopaminergiques dans la substance noire (179). Les neurones dopaminergiques contiennent de la 

neuromélanine et contiennent également des concentrations plus élevées de fer et d'autres métaux 

que la plupart des neurones, ce qui les rend particulièrement vulnérables au stress oxydatif (180). Le 
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processus dégénératif implique également une inflammation, un dysfonctionnement mitochondrial 

ainsi qu’une excitotoxicité (181). 

 

Il existe des preuves cellulaires et animales soutenant la vulnérabilité des neurones contenant de la 

dopamine au glyphosate. Les cellules PC-12 sont une lignée cellulaire contenant de la dopamine dérivée 

de cellules de phéochromocytome. Le glyphosate, à de faibles concentrations provoque une mort 

cellulaire dépendante de la dose et du temps de traitement de cette lignée (182). 

 

D) Le glufosinate d’ammonium 

Selon Takano et Dayan (151), au sein de la revue Pest management science, le glufosinate est une 

substance active clé pour lutter contre les espèces adventices, qualifiée de « mauvaises herbes », 

résistantes au glyphosate. L’utilisation combinée des deux substances fait même l’objet de 

recommandation. Les auteurs précisent que « bien que la toxicologie du glufosinate ait suscité des 

inquiétudes, son utilisation correcte peut être considérée comme sûre ». De ce fait, l’interdiction de 

l’utilisation de ce pesticide n’étant pas élargie à l’Europe, les deux substances actives sont souvent 

présentes de façon concomitante.  

 

a) Cible principale  

La phosphinothricine, ainsi que les dérivés de la méthionine sulfoximine, sont des analogues du 

glutamate qui présentent une activité herbicide sélective. Cet effet s'explique par des altérations du 

métabolisme de l'azote, résultant de l'inhibition de son enzyme clé chez les plantes, la glutamine 

synthétase (183). L'inhibition de l'enzyme provoque l'accumulation d'azote ammoniacal et inhibe la 

synthèse de la glutamine (Figure 21).  

La dégradation de l’ammoniac au sein de notre organisme se réalise en effet par l’intermédiaire du cycle 

de l’urée et des glutamines synthétases (GS) présentes dans le foie (184). Dans le cerveau, l’élimination 

de ces ions dépends de la GS présente dans les cellules gliales astrocytaires (185). Considérant que le 

GLA pouvait inhiber la GS chez les plantes, une équipe a réalisé des mesures de l'ammoniac sérique chez 

des patients exposés au GLA (186). Chez chacun d’entre eux, une hyperammoniémie marquée a été 

détectée. Une hyperammoniémie peut avoir des conséquences cérébrales, impliquant notamment des 

phénomènes neuro-inflammatoires (187).   
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Figure 21 : Le GLA cible  la glutamine synthétase. La toxicité du glufosinate est due à l'inhibition de la GS qui bloque la 
détoxification de l'ammoniac par des voies plus importantes chez les plantes que chez les mammifères, dans lesquelles le 
blocage du NMDAR peut être important (188) 

 

b) Valeurs toxicologiques  

Si l’on met en relation la Table 4 avec la Figure 18B, le glufosinate d’ammonium est classifiable comme 

toxique, sa toxicité variant selon le mode d’application. En effet, cette substance active ne serait 

pratiquement pas toxique via l’épiderme, mais hautement/modérément toxique si on considère 

d’autres voies d’administration. La DJA du GLA est basée sur la NOAEL la plus faible de 6,3 mg/kg de 

poids corporel/jour, obtenue par une étude chronique de toxicité développementale chez le lapin (Table 

5). Classiquement, le facteur de sécurité pris est de 100. Pour le glufosinate d’ammonium celui-ci a été 

multiplié par trois. D’après l’EFSA Scientific Report, la DJA du GLA est de 6,3 mg/kg divisé par 300, soit 

0,021 mg/kg de poids corporel/jour. 

 
Espèces Type d’étude Paramètres Valeurs Effets 

Souris Aigüe – Orale  DL50 416 mg/kg de pc  

Chronique  NOAEL 10.8 mg/kg de pc/j carcinogène 

 
 

Rat 

Aigüe – Orale  DL50 1510mg/kg de pc   

Aigüe – Derme DL50 > 4000mg/kg de pc  

Chronique  NOAEL 7.6mg/kg de pc/jour carcinogène 

Chronique  NOAEL 10mg/kg de pc/jour Anomalies du développement 
(avortements)  

 
Lapin 

Aigüe – Derme DL50 > 2000mg/kg de pc (♂)  

< 2000mg/kg de pc (♀) 

 

Chronique  NOAEL 6.3mg/kg de pc/jour Anomalies du développement  

Table 5 : Valeurs toxicologiques de référence concernant le glufosinate d’ammonium (189) 

 

c) Etudes épidémiologiques  

Le glufosinate d’ammonium est la substance active de l’herbicide commercialisé sous le nom BASTA ® 

par la firme Bayer. Sa formulation contient également des agents tensioactifs, de l'éthylène glycol, des 

colorants et de l'eau. L’utilisation d’herbicide à base de glufosinate a augmenté, et de façon 

concomitante, les empoisonnements par ingestion accidentelle ou volontaire. L'empoisonnement par 

les herbicides contenant du GLA peut résulter à la fois de la matière active et du surfactant. Les 
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symptômes cliniques peuvent être classés en deux catégories. Les symptômes initiaux sont caractérisés 

par des symptômes gastro-intestinaux, qui peuvent être principalement associés à l'effet irritant des 

muqueuses du surfactant. Les symptômes qui se développent plus tard sont caractérisés par des 

troubles neurologiques au niveau de la mémoire, de l’attention et de l’anxiété (190,191) ; 

Les symptômes discutés précédemment proviennent d’une exposition directe à l’herbicide, volontaire 

ou accidentelle. Au sein d’une cohorte de femmes, celui-ci était détecté dans 18% des femmes non 

enceintes, alors que son absence de détection chez les femmes enceintes peut provenir de 

l’hémodilution causée par la grossesse. Un métabolite du glufosinate, le MPPA a été détecté dans la 

totalité des échantillons de sang maternel et du cordon ombilical. Dans les échantillons de femmes non 

enceinte, le métabolite a été retrouvé dans 67% des échantillons (192). García et al. (193) ont étudié les 

effets tératogènes potentiels du glufosinate et rapportent un risque de malformations congénitales. 

Cela a été également démontré chez la souris (194). Ces études soulignent l’importance de considérer 

les conséquences d’une exposition fœtale au glufosinate d’ammonium, même lorsque les mères ont un 

phénotype sain. De plus, ces résultats illustrent les conséquences d’une exposition précoce aux 

polluants de l’environnement ; cette notion est appelée "pregnancy exposome”.  

 

d) Etudes expérimentales  

 

 Effets comportementaux : 

Chez un modèle murin, l’exposition des nouveau-nés in utero et en post-natal au glufosinate affecte le 

développement sensori-moteur ainsi que les capacités de communication (émission d’ultrasons) entre 

la mère et les individus de la portée. De plus, le poids relatif du cerveau est également affecté (Figure 

22).  

 

 
Figure 22 : L'exposition périnatale au glufosinate ammonium perturbe les paramètres neurodéveloppementaux. (A) Au jour 
postnatal 1, les souris exposées au GLA affichent des déficits de communication de façon dose/dépendante. (B) Evaluation de 
la capacité des souriceaux à escalader une barre verticale. (C) Au jour 15 après la naissance, le poids du cerveau, relatif au poids 
corporel est affecté (195) 

Cette étude démontre une forte sensibilité au glufosinate lorsqu'il est administré pendant les périodes 

prénatales et postnatales. Les perturbations comportementales observées sont typiques de 
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manifestations des troubles du spectre autistique (TSA). De plus, le GLA (ou ses métabolites) agit sur la 

migration des précurseurs neuronaux, les neuroblastes, et affectant ainsi le réseau neuronal (196). 

Ces travaux questionnent aussi la NOAEL déclarée du GLA. En effet, les effets ont été visibles à 3 mg/kg 

par semaine, soit l'équivalent de 0,4286 mg/kg/jour. Or, la NOAEL la plus faible pour le GLA a été fixée à 

2,1 mg/kg/jour sur la base d'une étude d'alimentation chronique de 2 ans chez le rat. Une révision de la 

NOAEL apparaît comme étant de rigueur ; cela entraînerait de facto une révision de la DJA (196). 

 

 Effets sur la neurogenèse 

La perturbation de la migration des neurones immatures a été observée au sein d’une importante niche 

neurogénique, la zone sous-ventriculaire (SVZ) qui est une niche neurogénique. La migration des 

neuroblastes est perturbée. Sa capacité à former des chaînes a été rapportée (197). Ces données 

confortent la sensibilité des niches neurogéniques aux polluants environnementaux. La SVZ serait une « 

fenêtre du cerveau », du fait de sa structure unique, composée de capillaires fenestrés perméables et 

donc un manque de BHE endothéliale (198,199). Par conséquent, la niche des cellules souches de la SVZ 

est en première ligne suite à une exposition aux xénobiotiques systémiques, et est donc susceptible 

d'être extrêmement sensible aux toxiques environnementaux. 

Bien qu'il soit maintenant bien connu que le GLA est neurotoxique et structurellement proche du 

glutamate, ses effets délétères potentiels sur la différenciation des cellules souches neurales in vitro 

sont restés inexplorés jusqu’en 2018. L’étude menée en parallèle par le CEA indique que le glufosinate 

d’ammonium n’affecte pas la prolifération cellulaire des cellules souches neurales embryonnaires à 2, 

7 et 24µM. Nos collègues du CEA ont montré que le glufosinate d’ammonium possède une activité 

génotoxique corrélée à une augmentation du nombre de caspases-3 clivées (CC3) (Figure 24).  
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Figure 23  : Illustration de l’effet du glufosinate d’ammonium sur la neurogenèse via culture ex vivo d'un explant de SVZ provenant 
de souris exposées en périnatal. (A) Schéma d'une section coronale de la SVZ (zone verte) ; les explants ont été micro-disséqués 
dans la partie désignée par le carré rouge ; à droite, photographie obtenue avec un microscope inversé de culture. 
(B)  L'apparence morphologique des neuroblastes et des chaînes formées a été étudiée par immunocytologie, via DCX pour 
marquer les neuroblastes (vert) et les noyaux via le marquage DAPI (bleu).  Les résultats montrent des cellules fusiformes 
bipolaires classiques en contact les unes avec les autres dans les conditions contrôles. Contrairement à GLA0.2, les GLA1 
montrent des extensions et des ramifications du cône de croissance, une perte de bipolarité et un aspect anormal et des chaînes 
compactes. Le nombre de cellules par unité de distance a été mesuré dans les chaînes formées et montre une augmentation 
significative de ce nombre dans GLA0.2 mettant en évidence l'agrégation (C). Le nombre de chaînes formées (D) ou de cellules 
individuelles (E) a été compté. Le nombre de chaînes formées dans les explants de souris exposées à GLA0.2 et GLA1 est 
significativement plus faible par rapport aux CTL. Par conséquent, le nombre de cellules libres isolées est significativement plus 
élevé chez les souris exposées (197). 
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Figure 24 : Effet du glufosinate d’ammonium (GLA) sur la prolifération cellulaire, la génotoxicité et les phénomènes apoptotiques 
sur culture primaire embryonnaire de cellules souches (Feat-Vetel et al., in preparation) 

 

 Effets sur la différenciation cellulaire 

Les résultats in vitro publiés par Feat-Vetel et al. (200) démontrent que le GLA et son principal 

métabolite affectent la différenciation des cellules souches neurales et perturbent l'épithélium 

épendymaire. Le glufosinate modifie l’orientation de la différenciation cellulaire des NSCs in vitro et 

contribue aux changements des proportions de population : en présence de glufosinate d’ammonium 

et de son métabolite, la population de cellules C est régulée à la baisse tandis que les populations de 

progéniteurs d’oligodendrocytes (OPC) et de neuroblastes sont augmentées (Figure 25).  

 

 
Figure 25 :  Effets du glufosinate d’ammonium sur la différenciation des populations cellulaires de la SVZ (200) 

 

Par ailleurs, pour un autre type cellulaire, les épendymocytes ou cellules épendymaires (cellules E) sont 

des cellules gliales du système nerveux central. Elles bordent le canal de l'épendyme et les ventricules 

cérébraux. Ce sont des cellules épithéliales dont la fonction est d'assurer l'interface entre le système 
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nerveux et le LCR. Les cellules E multiciliées recouvrent la paroi latérale des ventricules cérébraux 

latéraux et forment ainsi une interface protectrice entre le LCR et le parenchyme cérébral (201). Par 

conséquent, les cellules E maintiennent le microenvironnement de la niche neurogénique SVZ. Une 

précédente étude du laboratoire démontre que l'exposition au GLA ou à son métabolite (PPO) 

perturbait  les cellules E, indiquant que le GLA et son métabolite PPO a un impact significatif sur la 

formation et le maintien de la niche neurogénique SVZ in vitro (200). 

 

La toxicité de la toxine BMAA, du glyphosate et du glufosinate d’ammonium peut être notamment être 

expliquée par leur analogie structurelle d’acides aminés. La BMAA est en effet considérée comme un 

analogue de la sérine, et du glutamate en présence de l’ion bicarbonate (202). Le glyphosate est un 

analogue structurel de la glycine. Bien que cela soit discuté, le GLY provoquerait un mauvais repliement 

protéique, en s’incorporant dans les chaînes polypeptidique ; le glufosinate d’ammonium est également 

un analogue du glutamate (203). Ainsi, ces trois molécules ont probablement la capacité d’interagir avec 

des cibles moléculaires communes. 

 

 

III) Interactions des molécules naturelles et anthropiques avec les systèmes 

glutamatergiques  
 

1. Le glutamate  
Le glutamate (Glu, E) est un acide aminé protéinogène non-essentiel. Le caractère “non-essentiel” 

signifie qu’il peut être synthétisé de novo par l’organisme et qu’il ne nécessite pas d’être apporté via 

l’alimentation. Le glutamate est d'une importance fondamentale pour le métabolisme des acides 

aminés. Il est également nécessaire à la synthèse de molécules clés, telles que le glutathion. Dans le 

système nerveux central, le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur et son produit, le 

GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur. 

 

A) Synthèse du glutamate 

Le glutamate est classé comme un acide aminé non essentiel, ce qui signifie qu'il peut être synthétisé 

en quantité adéquate par l’organisme (204). Le glutamate peut être synthétisé de deux manières 

distinctes. Tout d'abord, il peut être synthétisé à partir de l’α-kétoglutarate, via la glutamate 

déshydrogénase. Deuxièmement, le glutamate peut être synthétisé à partir d'autres acides aminés, la « 

famille des glutamates » d'acides aminés comprend la glutamine, l'arginine, la proline et l'histidine 

(Figure 26).  
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Figure 26 : Synthèse du glutamate. (A) Métabolisme de la glutamine et du glutamate. (B) Synthèse du glutamate à partir de 
l’arginine, l’histidine, la proline et devenir du glutamate (205) 

 

B) Rôle du glutamate dans la synthèse protéique  

Le glutamate est incorporé dans les protéines au fur et à mesure de leur synthèse, mais il peut être 

ajouté en tant que modification post-traductionnelle après synthèse, sous la forme de queues 

polyglutamylées. Par exemple, la polyglutamylation de la tubuline affecte son interaction avec d'autres 

protéines, telles que les protéines associées aux microtubules (MAP) (206). Le glutathion est un 

tripeptide, composé de trois acides aminés : le glutamate (acide glutamique), la cystéine et la glycine. 

Notons que deux sont les analogues structuraux du glufosinate et du glyphosate respectivement. Le 

glutathion (c-glutamyl-cystéinyl-glycine) est un antioxydant intracellulaire majeur présent dans 

pratiquement tous les tissus. La première étape de sa synthèse est catalysée par la glutamate cystéine 

ligase qui relie le glutamate à la cystéine. La GSH synthase forme ensuite une liaison peptidique entre la 

c-glutamyl-cystéine et la glycine pour donner du glutathion (207). Le glutathion réduit/glutathion oxydé 

forme une paire redox qui est importante dans le maintien de l'équilibre redox intracellulaire. Toutes 

les cellules sont soumises à un certain niveau de stress oxydatif ; les peroxydes sont réduits par le GSH, 

catalysé par la GSH peroxydase, pour protéger la cellule des dommages oxydatifs. Le glutathion oxydé 

formé et ensuite réduit en GSH par la GSH réductase afin qu'il n'y ait pas de perte de GSH. 

 

C) Rôle du glutamate dans la signalisation cellulaire du SNC  

Le glutamate possède un rôle important dans le métabolisme des acides aminés (208).  Le rôle le plus 

connu et étudié du glutamate est son rôle de signalisation.  

 

a) Les récepteurs au glutamate  

La plupart des neurones et des cellules gliales expriment différents récepteurs au glutamate à leur 

surface. La stimulation des récepteurs est dépendante de la concentration de glutamate dans le milieu 

extracellulaire environnant. Cette concentration doit être régulée et ne pas être excessive car toxique à 

des concentrations élevées. Les récepteurs au glutamate sont alors activés de façon excessive, et cela 

peut entraîner une excitotoxicité (209). Les récepteurs du glutamate comprennent deux grandes sous-

classes : les récepteurs ionotropes et les récepteurs métabotropes. Les récepteurs ionotropes du 
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glutamate sont des canaux ioniques ligand-dépendants, tandis que les récepteurs métabotropes du 

glutamate sont des récepteurs couplés aux protéines G  (210). 

 

Les récepteurs ionotropiques 

Un récepteur ionotrope est une protéine membranaire qui ouvre un canal ionique par la liaison d'un 

messager chimique ou d'un neurotransmetteur.  Ils sont situés notamment au niveau des synapses, où 

ils convertissent un message chimique pré-synaptique (neurotransmetteur) en un message électrique 

post-synaptique. Les récepteurs ionotropes s'opposent aux récepteurs métabotropes, qui ne possèdent 

pas de canaux ioniques. 

 
 

 Les récepteurs de type AMPA 
 

Parmi les récepteurs ionotropes du glutamate, les récepteurs du glutamate de type NMDA et de type 

AMPA sont les plus étudiés en raison de leurs rôles physiologiques.  

Les récepteurs AMPA sont directement activés par la liaison du glutamate ; aucun autre ligand, 

endogène, n'a été découvert à ce jour. Ils sont principalement exprimés dans la membrane neuronale 

postsynaptique et jouent un rôle dans la neurotransmission excitatrice rapide dans le réseau cérébral. 

Les récepteurs AMPA sont des tétramères composés de quatre types de sous-unités (GluA1 à GluA4), 

et peuvent être homo- ou hétéro-tétramères. La sous-unité GluA2 est le déterminant de la perméabilité 

au calcium. Les récepteurs AMPA imperméables au calcium contenant GluA2 sont principalement 

exprimés dans les neurones de projection excitateurs (210), tandis que les récepteurs AMPA 

perméables au calcium (sans la sous-unité GluA2) sont principalement exprimés dans les interneurones 

inhibiteurs (211). L'expression des récepteurs AMPA perméables au calcium a également été observée 

au niveau des synapses neuronales excitatrices dans des conditions de plasticité synaptique, y compris 

la plasticité physiologique et après une agression pathologique (212). L'expression du récepteur AMPA 

n'est pas restreinte aux neurones ; tous les types de cellules gliales expriment des récepteurs AMPA 

(213). Les niveaux d'expression dans les astrocytes peuvent varier selon les circonstances, y compris 

l'inflammation (214). La microglie et les macrophages expriment également des récepteurs AMPA, 

contribuant à la libération de cytokines pro-inflammatoires (215).  L’ensemble des données de la 

littérature suggère que le AMPA peut avoir divers rôles physiologiques et pathologiques. 
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Figure 27 :  Organisation d'un hétéromère du récepteur GluA1/2 AMPA associé à TARP γ8. Le récepteur GluA1/2 AMPA avec deux 
sous-unités auxiliaires TARP γ8 (vert) est représenté avec une association schématique de son agoniste, le glutamate (à gauche). 
Les sous-unités GluA1 (bleu) et GluA2 (rouge) s'arrangent préférentiellement à des positions différentes dans le tétramère (à 
droite), conférant à GluA2 un meilleur contrôle du déclenchement du canal. (Encart) Contributions représentatives au flux d'ions 
glutamate-dépendant. Une boucle γ8 (ligne pointillée) interagit avec le domaine de liaison au ligand GluA2 pour influencer le 
déclenchement du récepteur (216). 

 
 

 Les récepteurs de type NMDA 

Le récepteur NMDA est un acteur clé de la transmission excitatrice et de la plasticité synaptique du 

système nerveux central. Les récepteurs NMDA existent principalement dans la membrane 

postsynaptique, mais sont également exprimés dans les membranes présynaptiques. La distribution des 

récepteurs NMDA ne se limite cependant pas aux neurones ; les astrocytes expriment également des 

récepteurs NMDA. Ceux-ci comprennent deux sous-unités GluN1 avec soit deux sous-unités GluN2, soit 

une combinaison de sous-unités GluN2 et GluN3. Ils nécessitent de la D-sérine (et non de la glycine) 

pour agir comme co-agonistes pour l'activation (217). La D-sérine est libérée notamment, au sein du 

SNC, par les astrocytes (218). Une telle contribution des astrocytes ajoute une preuve supplémentaire 

à leurs rôles dans la plasticité synaptique. 

 L'acide quinolinique et l'acide kynurénique sont connus depuis quelques années pour être 

respectivement un agoniste et un antagoniste endogène des récepteurs NMDA (219). 

 

Les cellules gliales astrocytaires ont longtemps été considérées uniquement comme des cellules de 

soutien structurelles et métaboliques qui ne participent pas directement au traitement de l'information 

dans le cerveau. Les découvertes de la réactivité des astrocytes au glutamate libéré par voie synaptique 

et leur capacité à libérer des agonistes des récepteurs du glutamate ont donné naissance à des études 

approfondies sur les communications gliales-neurones. Les récepteurs astrogliaux du glutamate, en 

particulier de types NMDA, également les mGluR3 et mGluR5, peuvent activer une variété de cascades 

moléculaires entraînant une modulation astrogliale des niveaux extracellulaires de glutamate et de 

l'activité des récepteurs neuronaux du glutamate (217,220). La communication glutamatergique 
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bidirectionnelle entre les astrocytes et les neurones sous-tend une modulation complexe et 

spatialement distribuée de la signalisation synaptique contribuant ainsi à l'enrichissement du traitement 

de l'information par les réseaux neuronaux. La fonction astrocytaire n’est pas complètement comprise 

et nécessite des recherches supplémentaires pour renforcer notre compréhension des mécanismes et 

de la pertinence physiologique des interactions glutamatergiques astrocytes-neurones, en particulier la 

capacité des astrocytes à activer directement les récepteurs neuronaux du glutamate en libérant du 

glutamate et, sans doute, de la D-sérine – mis en avant par les travaux d’Aude Panatier en 2006 –. Ainsi, 

la signalisation astrogliale glutamatergique, à la fois neuroprotectrice et pathogène, pourrait avoir un 

rôle clé dans la survenue de maladies neurologiques et neurodégénératives (221). Les récepteurs au 

NMDA sont ainsi exprimés dans les neurones, les astrocytes et également par les oligodendrocytes ainsi 

que la microglie (222). 

 

 
Figure 28 : Structure du récepteur NMDA. Le canal ionique NMDAR conventionnel est hétérotétramère, constitué de deux sous-
unités GluN1 et deux GluN2. L'activation du NMDAR nécessite, en plus de la liaison à son agoniste, le glutamate (1) une 
dépolarisation post-synaptique, qui soulage le blocage Mg2+ du canal et (2) de la D -la sérine, devant être liée au site modulateur 
de la glycine sur la sous-unité GluN1. Lors de l'ouverture du canal NMDAR, le calcium (Ca2+) et le sodium (Na+) pénètrent dans 
le neurone, tandis que le potassium (K+) sort (adapté de (223)). 

 

Les récepteurs métabotropiques 

Les récepteurs métabotropiques sont couplés à des molécules associées à la membrane appelées 

protéines G trimériques. L'activation du récepteur entraîne la dissociation de la protéine G qui va alors 

interagir directement avec un canal ionique ou bien déclencher une cascade de signalisation 

intracellulaire impliquant différentes protéines effectrices. La distribution étendue des protéines mGluR 

suggère que ces récepteurs neuromodulateurs ont la capacité de participer à de nombreuses fonctions 

dans l'ensemble du SNC et peuvent représenter des cibles idéales pour une intervention thérapeutique 

dans une grande variété de troubles du SNC. 

Les huit mGluR, mGluR1-mGluR8, sont des récepteurs couplés à la protéines G (RCPG) qui existent sous 

forme de dimères constitutifs (224).  Les mGluR sont divisés en sous-familles des groupes I, II ou III 
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(Table 6). À l'exception de mGluR6, qui est principalement exprimé dans un type de cellules particulier 

de la rétine, les mGluR sont largement exprimés dans tout le système nerveux (225). 

 

Groupe Récepteurs Expression dans le SNC Localisation synaptique Signalisation cellulaire 

Groupe I mGluR1 Neurones Prépondérance post-synaptique Stimule la phospholipase C 
(PLC) ; stimulation de 
l’adenylyl cyclase (quelques 
cas) ; phosphorylation des 
MAPK 

mGluR5 Neurones, astrocytes Prépondérance post-synaptique 

Groupe II mGluR2 Neurones  Pré-synaptique et post-
synaptique 

Inhibition de l’adenylyl 
cyclase ; activation des canaux 
K+ ; inhibition des canaux Ca2+ mGluR3 Neurones, astrocytes Pré-synaptique et post-

synaptique 

Groupe III mGluR4 Neurones ; forte 
présence dans le cervelet 

Prépondérance pré-synaptique Inhibition de l’adenylyl 
cyclase ; activation des canaux 
K+ ; inhibition des canaux 
Ca2+ 
 
Stimulation de cGMP 
phosphodiesterases (mGluR6) 

mGluR6 Rétine  Post-synaptique (cellules 
rétiniennes bipolaires « ON ») 

mGluR7 Neurones Prépondérance pré-synaptique 

mGluR8 Neurones ; moins 
abondamment que les 
mGluR4 et mGluR7 

Prépondérance pré-synaptique 

Table 6 : Principales caractéristiques des mGluR (226). 

 

b) Les antagonistes des GluR 

Les iGluR et les mGluR sont apparus comme des cibles médicamenteuses potentielles pour un certain 

nombre de troubles, notamment la schizophrénie, la dépression et la toxicomanie.  

De façon intéressante, l'administration de kétamine, un antagoniste des NMDAR non compétitif, 

fonctionne comme un antidépresseur avec des effets rapides et durables. Cela suggère une implication 

des GluR dans la dépression (227). 

 

Des ligands considérés comme agonistes sont des molécules qui interagissent avec le récepteur et 

induisent les mêmes effets que le ligand naturel. Les antagonistes sont des molécules qui interagissent 

avec le récepteur et bloquent l’action du ligand en prévenant le changement conformationnel du 

complexe ; ils peuvent avoir une action compétitive ou non-compétitive. Un ligand orthostérique peut 

se comporter comme agoniste ou antagoniste en se fixant au site de liaison du ligand (agoniste) naturel. 

Un ligand allostérique est un agoniste ou antagoniste se fixant à un site autre que celui du ligand naturel 

entraînant un changement de conformation ayant pour conséquence soit une augmentation (effecteur 

positif, « PAM »), soit une diminution (effecteur négatif, « NAM ») de l'activité du ligand naturel. 

Afin d’étudier les voies de signalisation cellulaire, et déterminer si les effets induits par une molécule 

impliquent des GluR, une pré-incubation avec un antagoniste peut être envisagée. Les antagonistes et 

les NAM (Negative Allosteric Modulators) sont résumés ici, de façon non exhaustive (Table 7).  
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Table 7 : Liste non exhaustive des molécules pharmacologiques ciblant les NMDAR, AMPAR et mGluR (226) 

 

Il existe une grande diversité d’antagonistes pharmacologiques qui ont été développés pour cibler les 

récepteurs au glutamate (Table 7). Certains d’entre eux induisent des effets secondaires, non désirés. 

La gravité et la fréquence des effets secondaires dépendent de l'affinité pour le récepteur. Par exemple, 

les effets indésirables des antagonistes du NMDA sont principalement des effets sur le SNC. Ils se 

manifestent par des hallucinations, des étourdissements, de la fatigue, des maux de tête, des sensations 

extracorporelles, des cauchemars et des changements sensoriels.  

Les trois molécules présentées précédemment, c’est-à-dire la toxine BMAA, le glyphosate et le 

glufosinate d’ammonium sont considérées comme des analogues d’acides aminés et peuvent interagir 

avec les récepteurs au glutamate (173,200,228). Un nombre croissant d’études alertent sur les 

conséquences de l’exposition à ces composés, notamment concernant leurs effets sur les cellules 

souches neurales.  

 

Ligands antagonistes pharmacologiques des NMDAR 

Composés Cible Activité 

Ketamine NMDA Antagoniste 

Methadone NMDA Antagoniste 

Mementine NMDA Antagoniste 

Amantadine NMDA Antagoniste 

Dextrometorphan NMDA Antagoniste 

MK-801 NMDA Antagoniste 

CGP 39551 NDMA Antagoniste 

Ligands antagonistes pharmacologiques des AMPAR 

LY 303070 (GYKI 53784) AMPA Antagoniste 

LY300168 (GYKI 53655) AMPA Antagoniste 

Selurampanel (BGG492) AMPA/kainate Antagoniste 

Perampanel AMPA Antagoniste 

CQNX AMPA/kainate Antagoniste 

NBQX AMPA/kainate Antagoniste 

L-701,324 AMPA Antagoniste 
(bloque son site de liaison à la glycine) 

Ligands antagonistes  pharmacologiques non sélectifs des mGluR 

LY341495 Groupe II > Groupe III > 
Groupe I 

Antagoniste orthostérique 

Ligands des  mGluR de groupe I et II 

(S)-MCPG Groupe I/Groupe II Antagoniste orthostérique 

LY367385 Groupe I/Groupe II Antagoniste orthostérique 

CPCCOEt mGluR1 NAM 

Bay 36-7620 mGluR1 NAM 

JNJ16259685 mGluR1 NAM 

FTIDC mGluR1 NAM 

YM 298198 mGluR1 NAM 

SIB-1757 mGluR5 NAM 

SIB-1893 mGluR5/mGluR4 NAM/PAM 

MPEP mGluR5/mGluR4 NAM/PAM 

MTEP mGluR5 NAM 

Ligands des  mGluR de groupe III 

CPPG Groupe III Antagoniste orthostérique 

MAP4 Groupe III Antagoniste orthostérique 

MMPIP mGluR7 NAM 
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Chapitre 2 : 

Neurogenèse secondaire et niches neurogéniques  

 

I) Neurogenèse et gliogenèse 
Les neurones et cellules gliales du SNC proviennent des cellules souches neurales (NSCs, Neural 

stem cells). La neurogenèse désigne la formation d'un neurone fonctionnel et son intégration au sein 

du système nerveux.  La gliogenèse est décrite comme la génération de cellules gliales (non neuronales) 

dérivées des NSCs. Les cellules de la glie sont les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules 

microgliales. Ces cellules constituent la “neuroglie”. Ce terme a été proposé en 1859 par Rudolph 

Virchow. Il voit alors ces cellules comme de la “colle nerveuse” qui retiendrait les neurones ensembles 

dans le SNC. Dans le système nerveux périphérique (SNP), les cellules gliales sont essentiellement 

composées des cellules de Schwann. Ainsi, après la génération des NSCs, elles peuvent soit entrer en 

neurogenèse, soit en gliogenèse soit rester dans un état multipotent.  Ces processus sont d’une part 

réalisés pendant l’embryogénèse (neurogenèse primaire) mais également tout au long de la vie de 

l’individu (neurogenèse secondaire) dans certaines régions spécifiques du cerveau.  

 

1. Neurogenèse primaire 
Les NSCs situées dans le tube neural se multiplient massivement et se différencient pour former la 

totalité des cellules gliales et des neurones du système nerveux (Figure 29). Ce processus permet de 

former un nombre important de neurones (229). Chez l’être humain la neurogenèse embryonnaire en 

tant que telle survient entre la 10e et la 20 e semaine de gestation. Chez les espèces murines tels que la 

souris, les premiers neurones se forment au jour embryonnaire 10 (E10). Aux alentours de E17, la 

neurogenèse primaire est terminée. Les cellules progénitrices neurales peuvent alors entrer en 

gliogenèse. Contrairement aux cellules neuronales, qui perdent la capacité de se diviser, les cellules 

gliales peuvent continuer à proliférer localement. Ainsi, après la neurogenèse embryonnaire, le système 

nerveux central est constitué de plusieurs milliards de cellules. Pour l’espèce humaine, on estime à 1013 

le nombre de neurones et jusqu’à 10 fois plus de cellules gliales.   
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Figure 29 : Chronologie de l'invasion de la microglie, de la gliogenèse et de plusieurs processus de développement dans le cerveau 
murin (souris) en cours de développement. Les rectangles indiquent les périodes estimées pendant lesquelles la microglie, les 
astrocytes et les oligodendrocytes restent présents dans le cerveau. Les triangles indiquent les pics des processus de 
développement indiqués (230). 

2. Neurogenèse secondaire  
A l’âge adulte, le cerveau demeure en mesure de fabriquer des neurones pouvant s’intégrer aux réseaux 

existants. On parle de neurogenèse secondaire. Il y a quelques années, il était supposé qu’aucune 

neurogenèse n’avait lieu lorsque le système nerveux central était mature. En d’autres termes, que notre 

contingent de neurones s’était constitué pendant notre développement embryonnaire et pendant les 

premières années de la vie post-natale. C’est notamment une étude menée en 2002, qui montre qu’en 

injectant du bromodésoxy-uridine (BrdU) chez des mammifères primates non-humains de nouvelles 

cellules neuronales étaient générées à partir de NSCs (231). Quelques années plus tôt et chez des 

humains adultes, ce même marquage avait permis de visualiser des nouvelles cellules neuronales au 

sein de l’hippocampe (232). 

 

Physiologiquement, la faculté de produire de nouvelles cellules participe à la plasticité cérébrale. Cela 

permet de s’adapter aux changements qui surviennent dans l’environnement, et de répondre à 

d'éventuelles lésions ou maladies. Deux régions cérébrales, nommées “niches neurogéniques” sont 

capables de neurogenèse secondaire : la zone sous granulaire du gyrus denté (SGZ) de l’hippocampe 

(Figure 30), ainsi que la SVZ (Figure 31). Il est à préciser que les nouveaux neurones produits sont 

essentiellement des interneurones. 

 

A) Au niveau de l’hippocampe  

Dans l'hippocampe, la neurogenèse adulte a lieu au niveau du gyrus denté (DG) précisément au sein de 

la SGZ. Les cellules souches neurales produisent, par division asymétrique, des cellules progénitrices 

(cellules de type II). Celles-ci prolifèrent puis se différencient en neuroblastes et migrent dans la couche 

granulaire (Figure 31). Ces neuroblastes se différencient majoritairement en neurones excitateurs. 

L’hippocampe produit également des interneurones du gyrus denté ainsi que des astrocytes.  

L’hippocampe possède un rôle important dans la consolidation de l'information, ainsi que dans la 

mémoire à long et à court terme et dans l'espace, la navigation. Depuis la découverte de la neurogenèse 

adulte dans le gyrus denté de l'hippocampe chez les rats (233) et les humains (232), de nombreuses 



68 
 

études se sont attachées à identifier la mise en place et le fonctionnement de cette niche neurogénique. 

A l’heure actuelle, il est supposé que les niveaux élevés et faibles de neurogenèse adulte soient 

adaptatifs – une neurogenèse élevée favoriserait ainsi la discrimination et une neurogenèse faible 

favorise la généralisation (234).  

 

 

Figure 30 :  Neurogenèse hippocampique adulte chez la souris. (A) Représentation de l'hippocampe de la souris. Le panneau de 
gauche illustre une coupe coronale à travers l'hippocampe dorsal d'un cerveau de souris. Le panneau de droite est une coupe 
coronale à travers l'hippocampe dorsal. (B) Représentation schématique de la neurogenèse hippocampique adulte chez la souris. 
Les NSCs génèrent des cellules filles qui retournent au repos pour l'auto-renouvellement du pool de NSC ou se différencient en 
neurones. Les progéniteurs neuronaux qui survivent mûrissent en neurones granulaires et s'intègrent dans les circuits de 
l'hippocampe (235)  

La neurogenèse dans le gyrus denté (DG) de l'hippocampe est importante chez les mammifères, elle est 

essentielle pour certaines formes d'apprentissage et de mémoire (232). 

 

B)  La zone sous-ventriculaire 

La SVZ génère des neuroblastes, qui sont des interneurones immatures, capables de migrer jusqu’aux 

bulbes olfactifs où ils vont se différencier en interneurones fonctionnels. 
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Figure 31 : Représentation d'un cerveau de souris adulte (coupe sagittale). Sont représentées les deux zones principales de 
neurogenèse secondaire : le gyrus denté de l'hippocampe (DG) et la zone sous-ventriculaire (SVZ) ainsi que la migration des 
neuroblastes de la zone sous-ventriculaire au bulbe olfactif (OB) par un mécanisme migratoire (Rostro-migratory stream, RMS) 
(236) 

Dans le cerveau adulte murin, la plus grande population de NSCs, les cellules B1, se trouvent dans la 

SVZ.  Les cellules B1 sont les NSCs, multipotentes et capables de s'auto-renouveler. Elles ont la capacité 

de générer les "cellules progénitrices" intermédiaires appelées cellules C. Ces dernières se divisent à 

leur tour pour générer un grand nombre de jeunes neurones, les "cellules A", qui entreprennent une 

migration longue et complexe vers les bulbes olfactifs. Elles vont être importante pour le 

fonctionnement de cette structure qui est le premier relais du système nerveux central pour le 

traitement des informations olfactives. 

Les cellules C sont également capables de produire des cellules progénitrices d’oligodendrocytes (OPC). 

La SVZ représente une source endogène importante d’OPC, capable de préserver la population 

d'oligodendrocytes qui va participer à la réparation des lésions démyélinisantes. La SVZ est donc une 

zone hétérogène en termes de populations cellulaires. Par des analyses de single-cells RNA, une équipe 

a cherché à mieux comprendre cette hétérogénéité. A partir de micro-dissection, ils ont souligné la 

diversité des cellules présentes, et identifié des sous-populations de cellules A définies notamment par 

leur état de maturation (237). Grâce aux marqueurs connus des différents types cellulaires, ils ont 

retrouvé les principaux types cellulaires caractéristiques de la SVZ : cellules B1, progéniteurs 

intermédiaires (cellules C), et neuroblastes (cellules A). En outre, ils ont également identifié des groupes 

de cellules correspondant aux astrocytes, aux cellules épendymaires, aux neurones, à l'oligodendroglie, 

à la microglie, aux péricytes, aux cellules musculaires lisses vasculaires et aux cellules endothéliales 

(Figure 32). L’organisation cellulaire est ici schématisée (Figure 33). Les différents types cellulaires et 

leur fonction sont également abordés.  
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Figure 32 : Populations cellulaires identifiées après micro-dissection de la V-SVZ. (A) Tracé UMAP des types de cellules (B) Dot plot 
de l'expression des marqueurs spécifiques des types de cellules dans les clusters de (A). VSMC : Vascular Smooth Muscle Cells ; 
VLMC1 : Vascular Leptomeningeal cells (237). 

 

 

 
Figure 33 : Représentation schématique de la niche V-SVZ et SGZ. (A)  Coupe coronale du cerveau de souris adulte montrant la 
localisation de la SVZ.  (B) Composition du domaine cellulaire B1 dans la SVZ. Les cellules B1 (bleues) s'étendent du domaine 
proximal (domaine I, gris foncé) au domaine distal (domaine III, gris clair). Au niveau des ventricules, les cellules B1 entrent en 
contact avec le CSF/LCR avec leur cil primaire au centre d'une rosette de cellules épendymaires multiciliées (jaune), formant les 
structures typiques de « pinwheel » sur la surface ventriculaire. Dans le domaine distal, les cellules B1 entrent en contact avec 
les vaisseaux sanguins (rouge) avec leurs terminaisons spécialisées en pied. Dans le domaine intermédiaire (ou domaine II), les 
cellules de type B1 donnent naissance aux cellules C (vertes), qui sont des cellules amplificatrices de transit générant des 
neuroblastes (ou cellules de type A, rouges). 
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a) Les cellules épendymaires 

Les cellules épendymaires (cellules E) dérivent de la glie radiaire pendant le développement 

embryonnaire. Les cellules E sont des cellules gliales ciliées cuboïdes qui forment une couche continue 

tout au long de la paroi des cavités du système ventriculaire cérébral et spinal. Ces cellules développent 

des cils motiles, mesurant jusqu’à 20µm. Au niveau de la niche neurogénique, les épendymocytes sont 

regroupés autour des cellules souches B1, formant un “pinwheel”. L’intégrité de l’épendyme est critique 

pour la neurogenèse de la SVZ. En effet, l’épendyme participe à la création d’un micro-environnement 

neurogénique essentiel à la niche SVZ en secrétant notamment des facteurs influençant la 

différenciation cellulaire et en faisant officie de barrière. Les épendymocytes ne sont pas renouvellés à 

l’âge adulte. 

b) Les cellules B1 

Les cellules B1, également appelé “astrocytes de type B1” proviennent de la glie radiaire. Elles 

possèdent une forme “spider-like”. Ces cellules se divisent de façon symétrique pour maintenir le pool 

de cellules souches puis se divisent de façon asymétrique pour générer les progéniteurs intermédiaires, 

les cellules C à l’origine des différents types cellulaires. Les cellules sont ainsi en contact étroit avec les 

cellules E (Figure 33). Les cellules B1 ont des marqueurs communs avec les astrocytes matures. En effet, 

les cellules B1 expriment la GFAP (glial fibrillary protein), GLAST (glutamate aspartate transporter), Sox2, 

Nestin ou encore ACSA2 (astrocyte cell surface antigen-2) (238,239). Les marqueurs de différenciation 

associés aux types cellulaires sont illustrés dans le Chapitre 2.  

Les cellules B1 possèdent trois domaines distincts :  

1. Le domaine I (proximal) contient le cil primaire et est en contact direct avec le LCR. Dans ce 

domaine, les cellules B1 peuvent accéder aux facteurs solubles dans le LCR dont les molécules 

de signalisation des cellules épendymaires voisines et du plexus choroïde 

2. Le domaine II (intermédiaire) correspond à la zone d’interaction entre les cellules B1 et les 

autres types cellulaires de la niche neurogénique. C’est également au sein de cette zone que 

certains neurotransmetteurs tels que le glutamate et le GABA vont contribuer à la neurogenèse 

(240) 

3.  Le domaine III (distal) comprend un processus basal se terminant par un pied terminal 

spécialisé qui entre en contact avec les vaisseaux sanguins. C’est par ce domaine que les 

facteurs transmissibles par le sang et les facteurs dérivés de l'endothélium peuvent agir sur les 

cellules B1.  
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c) Les cellules C 

Les cellules C, ou progéniteurs intermédiaires, sont les cellules qui prolifèrent le plus activement au sein 

de la SVZ. Ces cellules ont un noyau plus imposant, ainsi qu’une forme “globulaire ». Les cellules C 

expriment notamment la protéine Nestine, ainsi que le marqueur GLAST. Ces foyers de cellules 

proliférantes sont à proximité des chaînes de type A, les neuroblastes (241). 

 

d) Les neuroblastes 

Dans le cerveau postnatal sain, la neurogenèse et la migration cellulaire sont limitées à quelques régions 

spécifiques évoquées précédemment : les niches neurogéniques. Ces zones sont la SGZ du gyrus denté 

dans l'hippocampe (233), la SVZ bordant le ventricule latéral qui fournit des cellules ayant pour 

destination les bulbes olfactifs (BO) (242) et le cervelet (233). Ainsi, les neuroblastes de la SVZ sont des 

cellules très mobiles qui migrent vers des régions cérébrales cibles depuis leur lieu de naissance pour 

devenir des neurones et s'intégrer dans des réseaux neuronaux. Lors de la migration cellulaire, les 

neuroblastes ne migrent pas de manière continue (243). 

En cas d’altération du SNC, la neurogenèse de la SVZ est augmentée. On observe alors une prolifération 

des cellules souches, et une localisation des neuroblastes nouvellement générés au niveau des lésions 

(244). Ces neuroblastes sont Ki67+ (marqueurs du pouvoir prolifératif) et DCX+ (Doublecortine, 

marqueur spécifique des neuroblastes). Dans le cadre d’accident ischémique, ces neurones immatures 

sont capables d'intégrer le réseau préexistant et, ultérieurement, de former des synapses fonctionnelles 

(245). 

e) Les précurseurs d’oligodendrocytes (OPC, Oligodendrocytes precursors cells) 

Les oligodendrocytes sont les cellules myélinisantes du SNC. Ils sont générés à partir des OPC, produites 

issues des progéniteurs gliaux (cellules C). Cette différenciation est notamment guidée par libération de 

PDGF (Platelet-Derivated Growth Factor) (246). Les oligodendrocytes matures, myélinisants, ont la 

capacité de synthétiser de grande quantité de myéline, qui s’enroule autour des axones du SNC, formant 

ainsi la gaine de myéline. Il existe de nombreux marqueurs qui déterminent le stade de différenciation 

oligodendrogliale, reflétant ainsi leur stade de développement, les plus représentés sont résumés dans 

la Figure 35.  
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Figure 34 : Représentation des marqueurs de différenciation des oligodendrocytes. Depuis les cellules progénitrices neuronales 
(NPC, Neural Progenitors Cells) aux oligodendrocytes myélinisants (OL).  OPC : oligodendrocyte progenitor cells ; PDGFR-α : 
platelet-derived growth factor receptor A ; NG2 : neuron-glial antigen 2 ; PLP : proteolipid protein ; CNPase : 2’,3’-Cyclic-
nucleotide 3’-phosphodiesterase ; MBP : myelin basic protein ; MAG : myelin associated glycoprotein ; MOG : myelin-
oligodendrocyte glycoprotein ; GalC : galactocerebroside (247) 

  
Les segments de myéline sont séparés par des espaces où la membrane des axones est directement en 

contact avec le milieu extracellulaire : ce sont les nœuds de Ranvier. Ceux-ci ont été décrits pour la 

première fois par Louis-Antoine Ranvier au Collège de France en 1871. Ces nœuds permettent la 

conduction saltatoire de l’influx nerveux.   

 
Figure 35 : Photographie d’immunocytochimie représentant le degré de myélinisation selon la différenciation oligodendrogliale. 
La tubuline acétylée (bleu) et MBP (vert) ont été respectivement utilisées pour marquer les axones et la myéline. Barre d’échelle 
= 25 µm (248) 

 

f) Les astrocytes 

Les astrocytes sont des cellules gliales abondantes du SNC des mammifères. Les astrocytes proviennent 

des NSCs de la SVZ et peuplent tout le cerveau en migrant le long des processus gliaux radiaux (249). 

Les astrocytes ont de nombreuses fonctions au sein du SNC. Entre autres, les astrocytes sont des 

contribuent activement à la formation et au maintien de la barrière hémato-encéphalique (BHE, Figure 

36), qui sépare la circulation sanguine périphérique du microenvironnement hautement contrôlé du 

SNC (Abbott 2006). De plus, les astrocytes sécrètent des facteurs neurotrophiques pour réguler la 

synaptogenèse, la différenciation neuronale et la survie neuronale (250). Une fois les synapses 
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neuronales établies, les astrocytes modulent activement la transmission synaptique par la libération et 

la recapture des neurotransmetteurs et la régulation de la concentration en ions extracellulaires (251). 

 
Figure 36 : Représentation des associations cellulaires formant la BHE. Les cellules endothéliales forment des jonctions serrées 
qui scellent la voie de diffusion paracellulaire aqueuse entre les cellules. Les péricytes sont distribués de manière discontinue le 
long des capillaires cérébraux et entourent partiellement l'endothélium. Les pieds astrocytaires (podocytes) forment un réseau 
entourant les capillaires et cette association cellulaire étroite est importante dans le maintien des propriétés de barrière (252). 

 

Les cellules astrocytaires produisent, in vivo et in vitro, un très grand nombre de facteurs de croissance. 

Ces facteurs agissent seuls ou en combinaison pour réguler sélectivement la morphologie, la 

prolifération, la différenciation, la survie, des populations neuronales. La production de facteurs de 

croissance et de cytokines par les astrocytes et leur réactivité à ces facteurs est un mécanisme majeur 

sous-jacent à la fonction de développement et à la capacité de régénération du SNC. En effet, les 

astrocytes sont considérés, avec les cellules microgliales, comme les cellules immunocompétentes au 

sein du SNC. Cela signifie que ces cellules peuvent avoir un rôle important lors des phénomènes neuro-

inflammatoires.   

Les astrocytes sont des régulateurs cruciaux des réponses immunitaires innées et adaptatives dans le 

système nerveux central lésé. Selon le moment et le contexte, l'activité des astrocytes peut exacerber 

les réactions inflammatoires et les lésions tissulaires, ou favoriser l'immunosuppression et la réparation 

des tissus. D’un point de vue mécanistique, la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-κB 

est une étape centrale dans l'activation des astrocytes et contribue à la progression de certaines 

pathologies du SNC (253). La translocation nucléaire de NF-κB dans les astrocytes est déclenchée par 

des stimuli pro-inflammatoires tels que le facteur de nécrose tumorale TNFα et l'interleukine IL-1β, les 

espèces réactives de l'oxygène (ROS) (254), la myéline phagocytée (255), l'engagement des récepteurs 

de type Toll (TLR) (256) et d'autres facteurs associés à l'inflammation du SNC. En réponse à leur 

activation, les astrocytes secrètent certaines cytokines telles que l’IL-6. 
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Un réseau neurone-glie en étroite communication est une condition préalable essentielle au bon 

fonctionnement du SNC (257,258). Les astrocytes, la microglie et leurs interactions contrôlent 

l’homéostasie physiologique du SNC (259,260). La communication bidirectionnelle entre les astrocytes 

et la microglie module l'inflammation du SNC par la sécrétion de multiples cytokines et médiateurs 

inflammatoires. Par exemple, Liddelow et ses collègues (260) ont rapporté que la microglie activée par 

le LPS induisait un phénotype toxique dans les astrocytes réactifs. 

 

 

Figure 37 : Signalisation des astrocytes dans un contexte neuro-inflammatoire. Le facteur de transcription NF-κB contrôle de 
multiples aspects des réponses pro-inflammatoires des astrocytes. La signalisation NF-κB est déclenchée/stimulée par les 
cytokines libérées entre autres par la microglie ; dans ce contexte, les astrocytes produisent certaines cytokines telles que l’IL-6 
(261). 

g) Les cellules microgliales  

La microglie constitue environ 10 à 15 % de toutes les cellules gliales. La microglie est souvent désignée 

comme correspondant aux macrophages résidant du SNC. Les cellules microgliales proviennent du sac 

vitellin et peuple le SNC avant sa vasculogenèse (262). Les microglies au « repos » (« resting microglia ») 

sont dans un état de surveillance. Pour effectuer leur rôle de surveillance, elles possèdent ainsi de 

nombreuses ramifications (Figure 38). Dans le cadre de leurs fonctions homéostatiques, les corps 

cellulaires microgliaux restent stationnaires, mais leurs prolongements balayent en permanence 
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l'espace extracellulaire environnant et communiquent directement avec les neurones, les astrocytes et 

les vaisseaux sanguins. Cet état de mouvement perpétuel leur permet de réagir rapidement aux 

dommages ou à l'infection en s’orientant vers un phénotype activé, exerçant ainsi des fonctions 

inflammatoires. A l’état activé, les cellules microgliales adoptent plutôt une forme amiboïde, présentes 

également au cours du développement (263). Les microglies activées in vitro et in vivo interagissent 

étroitement avec les NSCs résidantes des niches neurogènes distinctes. La microglie activée a des effets 

différentiels sur la prolifération, la migration et la différenciation des NSCs (264). Des transformations 

de la morphologie, du phénotype et de la fonction microgliales sont observées dans de nombreuses 

pathologies du système nerveux central, telles que les accidents vasculaires cérébraux, les lésions 

cérébrales au sens large et également dans le cadre de maladies neurodégénératives.   

 

 

Figure 38 : Morphologie de la microglie. Schémas représentatifs et photomicrographies de la microglie du cerveau humain 
(immunohistochimie Iba1) illustrant les étapes morphologiques de l'activation microgliale. Les microglies ramifiées ou "au 
repos" sont caractérisées par de longs processus ramifiés avec des corps cellulaires relativement petits. Les microglies hyper-
ramifiées légèrement activées sont caractérisées par une ramification accrue des processus ainsi que par un allongement des 
processus et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. La morphologie touffue (« bushy ») est une activation intermédiaire 
et se caractérise par des processus gonflés et tronqués et des corps cellulaires agrandis. Les microglies amiboïdes ou 
« phagocytaires » sont caractérisées par une morphologie arrondie semblable à un macrophage avec peu ou pas de processus 
et sont associées à une activation pro-inflammatoire maximale ; cet état d’activation peut s’accompagner d’une apoptose 
microgliale (265)  

Il a été démontré que la microglie a des rôles cruciaux et distincts au cours du développement, y compris 

la régulation de la différenciation cellulaire et la neurogenèse. La microglie phagocyte plusieurs produits 

cellulaires de cellules mortes, mourantes et vivantes. Son pouvoir phagocytaire peut être mesuré par 

l’expression du marqueur CD68 (266). Si la sécrétion de l’IL-6 est majoritairement astrocytaire, la 

microglie est en mesure de secréter un ensemble de cytokines telles que l'IL-1β et le TNFα modulant les 

événements neurodéveloppementaux (267,268). Lors de l’étude des effets de composés exogènes sur 

la neurogenèse, il apparaît crucial de s’intéresser à leurs pouvoirs neuro-inflammatoires. L’étude de ces 

procédés consiste, entre autres, à évaluer la libération des médiateurs de l’inflammation par les cellules 
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dites « immuno-compétentes », à caractériser les modifications morphologiques de ces cellules et à 

déterminer leur statut d’activation ainsi que leur prolifération.  

  



78 
 

Chapitre 3 : 

Phénomènes neuro‐inflammatoires 

 

 

I) La Neuro-inflammation 
La neuro-inflammation est un processus qui se produit dans le SNC, impliquant une réponse 

immunitaire et inflammatoire dans le cerveau et la moelle épinière. Elle est étroitement liée à plusieurs 

aspects : 

- Réponse immunitaire : La neuro-inflammation implique l'activation de cellules 

immunitaires spécifiques dans le système nerveux central, notamment les cellules 

microgliales et les astrocytes, en réponse à une atteinte du SNC. Cette réponse 

immunitaire peut être bénéfique dans la lutte contre les infections et la réparation des 

tissus endommagés. En revanche, si elle devient excessive ou chronique, elle peut 

entraîner des dommages supplémentaires aux cellules nerveuses.  

 

- Impact sur les maladies neurologiques : La neuro-inflammation est en effet étroitement 

liée à de nombreuses maladies neurologiques telles que la MA, la sclérose en plaques, 

la MP et la SLA. Dans ce contexte, la neuro-inflammation peut aggraver les symptômes 

et contribuer à la progression de la maladie. D’un autre côté, l’activation des cellules 

microgliales permet une phagocytose importante des plaques Aβ dans le cadre de la 

MA (269). Ainsi, selon le stade de la pathologie, l’administration d’anti-inflammatoires 

n’est pas systématiquement salvatrice pour un patient atteint de MND.  

 

- Barrière hémato-encéphalique (BHE) : La neuro-inflammation peut altérer l’intégrité et 

donc la fonction de la BHE, qui est une barrière protectrice entre la circulation sanguine 

et le cerveau. L'activation des cellules immunitaires et la libération de médiateurs 

inflammatoires peuvent entraîner des changements dans la perméabilité de la BHE, 

permettant ainsi le passage de substances potentiellement nocives dans le cerveau.  

Ainsi, la neuro-inflammation est importante à considérer en raison de son rôle dans la réponse 

immunitaire, son impact sur les maladies neurologiques, son influence sur la BHE et sa contribution aux 

dommages causés par les traumatismes cérébraux. Comprendre les mécanismes de la neuro-
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inflammation peut conduire au développement de nouvelles stratégies de traitement pour atténuer les 

effets néfastes de l'inflammation sur le système nerveux. 

 

1. Généralités 

Ainsi, les microglies sont des cellules immunitaires résidentes du SNC qui jouent un rôle important dans 

la régulation du développement cérébral. Elles sont entre autres responsables de l'élimination des 

cellules mortes, des synapses redondantes, des agrégats de protéines. De plus, en tant que source de 

cytokines pro-inflammatoires, la microglie est un médiateur essentiel de la neuro-inflammation et peut 

induire ou moduler un large spectre de réponses cellulaires. En effet, bien que l’on est longtemps cru le 

SNC était immunoprivilégié, protégé des agressions extérieures par la BHE, aujourd’hui, l’existence de 

phénomènes neuro-inflammatoires régulés ne fait aucun doute.  

La neuro-inflammation est définie comme la mise en place de processus inflammatoires dans le cerveau 

et/ou la moelle épinière. Cette inflammation est médiée par la production de cytokines, de chimiokines, 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et de messagers secondaires (270). Ces médiateurs sont 

notamment produits par les cellules gliales résidentes du SNC (microglie et astrocytes). Ces réponses 

impliquent le système immunitaire et peuvent avoir des conséquences immunitaires, physiologiques, 

biochimiques et psychologiques. Il est nécessaire de souligner que le degré de neuro-inflammation et 

ses conséquences dépendent du contexte, de la durée et de l'évolution et de la nature du stimulus 

primaire. Ces médiateurs sont produits et libérés principalement par les cellules dites 

« immunocompétentes ». En effet, si les neurones et les oligodendrocytes participent à la neuro-

inflammation, les principaux acteurs restent les cellules microgliales ainsi que les astrocytes. Ces cellules 

sont, entre autres, à vocation immune. L'activation de la microglie et des astrocytes est hétérogène, 

canonique, et traditionnellement classée comme neurotoxique (microglie de phénotype M1 et 

astrocytes de phénotype A1) ou neuroprotectrice (microglie de phénotype M2 et astrocytes de 

phénotype A2) (271). Cependant, cette classification apparaît comme trop simpliste, dichotomisée, et 

est susceptible de ne pas refléter les différents phénotypes de la microglie et des astrocytes (272). La 

neuro-inflammation est au cœur de plusieurs neuropathologies aiguës et chroniques. En effet, une 

neuro-inflammation excessive et prolongée est susceptible d’avoir des effets néfastes sur la fonction 

cellulaire et/ou cérébrale, et créer un terrain favorable à la progression des maladies du SNC. Il est 

également important de considérer ces phénomènes indépendamment du contexte pathologique du 

fait qu’ils interviennent aussi dans des contextes physiologiques normaux. 
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1. Implication des phénomènes neuro-inflammatoires dans les neurogenèses 

secondaires 

Les cytokines pro-inflammatoires ont un rôle important dans la plasticité synaptique (273), la 

neurotransmission (274), ainsi que la neurogenèse (275). Des études ont démontré que les cellules 

souches neurales ont la capacité de répondre aux signaux inflammatoires (276). Il est admis que 

l'inflammation nuit à la neurogenèse secondaire des mammifères (275,277). Une étude publiée en 2006 

appuie ce lien étroit entre le système immunitaire et les neurogenèses secondaires, hippocampique et 

subventriculaire (278). Chez des souris immunodéficientes, le réapprovisionnement en lymphocytes T 

(cellules clés de l’immunité) a restauré une neurogenèse secondaire normale. De plus, leurs résultats 

suggèrent que les lymphocytes T ont un rôle non seulement dans la prolifération des cellules 

progénitrices mais aussi pour la différenciation neuronale. En effet, le rapport entre les nouveaux 

neurones (cellules BrdU+ DCX+) et le nombre total de cellules proliférantes (BrdU+) était 

significativement plus faible chez les souris nudes que chez le type sauvage (Figure 39a-b). Par ailleurs, 

l'arborisation dendritique des neurones immatures apparaissait rigoureusement différente entre les 

souris sauvages et les souris nudes (Figure 39c) (278). Lorsqu’ils ont transféré des splénocytes, 

contenant une population normale de cellules lymphocytes T matures, aux souris nudes le rapport des 

cellules BrdU+ DCX+ au nombre total de cellules BrdU+ était significativement plus élevé dans le gyrus 

denté des souris nudes reconstituées que dans ceux des souris nudes n’ayant pas bénéficiés de transfert 

de cellules immunitaires (Figure 39d-e). Il faut retenir par ailleurs qu’il existe un niveau basal de 

production et d’émission de cytokines pro-inflammatoires qui participent à l'homéostasie dans le SNC 

(279). De façon générale, les cytokines peuvent avoir un effet neuroprotecteur ou, à l’inverse être 

neurotoxique. La neuro-inflammation est donc finalement à double tranchant, notamment en terme de 

neurogenèse (277). 

a) L’Interleukine-6  

Les fonctions physiologiques de l'interleukine-6 (IL-6) dans le SNC sont complexes. L'IL-6 exerce des 

effets neurotrophiques et neuroprotecteurs, mais peut également fonctionner comme médiateur de 

l'inflammation, de la démyélinisation et de l'astrogliose, selon le contexte cellulaire. Dans le cerveau 

sain, les niveaux d'IL-6 restent bas. Cependant, une production et une expression élevée peuvent se 

produirent en cas d’inflammation. L’IL-6 est majoritairement produite par les cellules astrocytaires 

(280,281). 

L'IL-6 est un facteur régulateur essentiel de la neuroimmunomodulation dans le système nerveux 

central, qui protège les neurones et favorise la régénération nerveuse (282). L’IL-6 est également une 
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cytokine importante impliquée dans l’activité microgliale et les réponses inflammatoires. Selon le 

microenvironnement du SNC, l'IL-6 peut exercer un effet neurotoxique (283) ou un effet 

neuroprotecteur (284). En 2003, il a été constaté que l'IL-6 et également le TNFα inhibaient jusqu'à 50 % 

la neurogenèse hippocampique adulte (275). Des données similaires ont été observées concernant 

l’effet de l’IL-6 sur la neurogenèse de la SVZ (268). 

 

Figure 39 : Altération de la neurogenèse chez des souris déficientes en lymphocytes T. (a) Quantification des cellules BrdU + et 
des cellules BrdU+ DCX* + dans le gyrus denté de souris nudes et de type sauvage 7 jours après la première injection de BrdU.  
***p < 0,001, test t ; n= 4 par groupe. (b) Nombre de cellules BrdU+ DCX+ en pourcentage du nombre total de cellules BrdU+ 
dans le gyrus denté. ***p < 0.001, test t ; n = 4 par groupe. (c) Arborisation dendritique des cellules positives à DCX chez des 
souris de type sauvage et nude. (d) Nombre de cellules BrdU + DCX+ en pourcentage du nombre total de cellules BrdU+ dans le 
gyrus denté de souris nude de type sauvage, nues et reconstituées en splénocytes, 7 jours après la première injection de BrdU. 
*p < 0,05, test t ; n=4 par groupe. (e) Nombre total de cellules PCNA + dans le gyrus denté de souris nude de type sauvage, nudes 
et complémentées en splénocytes *p < 0,05, test t ; n=4 par groupe (278) 

 

b) Le Tumor Necrosis Factor α 

Le rôle et les conséquences d’un excès de TNFα sont discutés dans la littérature scientifique. Cette 

cytokine a été identifiée comme délétère pour les NSCs issues de l'hippocampe et de la SVZ (268). 
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Néanmoins, le TNFα améliore la prolifération des cellules souches neurales adultes (285). En effet, selon 

les récepteurs et les voies de signalisation impliquées, le TNFα possède des effets neuroprotecteurs ou 

neurotoxiques. Le TNFα possède deux récepteurs : le TNF-R1 et le TNF-R2. Le TNF-R1 induit un effet 

neurotoxique et le TNF-R2 induit un effet neurotrophique (286). Il est supposé que la différence d’action 

entre ces deux types de récepteurs du TNFα provient de leurs structures moléculaires. En effet le TNF-

R1 a un domaine baptisé « domaine de la mort », associé avec l'apoptose neuronale, qui n'est pas trouvé 

dans le TNF-R2 (287). Ranzinger et al. ont montré que la simple fixation mécanique du TNF était 

suffisante pour activer le TNF-R1 mais pas le TNF-R2 (288). L’activation du TNF-R1 ou du TNF-R2 dépend 

donc au moins partiellement de la forme dans laquelle le TNFα se trouve (soluble, ou en clusters).  

Une étude récente a en effet mis en lumière que les NSCs étaient elles-aussi capables d’être activées. 

L'inflammation périphérique favorise une activation transitoire des NSCs médiée par TNFα via TNFR2 

tandis que le retour à la quiescence semble être dépendante du TNFR1. Ces données identifient que les 

cellules souches sont capables de réagir à une inflammation systémique (libérant du TNFα). Par ailleurs, 

dans cette étude, ils ont démontré que l’activation des NSCs lors des processus inflammatoires 

participaient également à la régénération cellulaire (289). 

A                B   

 

Figure 40 : Effets d’une neuro-inflammation sur la neurogénèse secondaire. (A) Une activation des cellules souches neurales 
implique les récepteurs du TNFα. (B) Une neuro-inflammation induite par le LPS modifie les populations de cellules souches et 
celles en différenciation. (D’après Benlenger et al., 2020). 

Les principales cellules du SNC capables de produire le TNFα sont les astrocytes et la microglie (290). 

Les cellules souches issues de la SVZ en produisent également, via les TLR2 et les TLR4, en réponse à un 

stimulus pro-inflammatoire (291). En effet, les NSCs réagissent à la stimulation du TLR3 par le poly(I:C), 

en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-6 mais pas le TNFα ; la microglie, elle réagit 

aux ligands des TLR (Toll-like receptors), les TLR3 et du TLR4 (par l'exposition au Poly(I:C) et au LPS, 

respectivement) (292). Il a été prouvé qu’une stimulation des voies impliquant les TLR2, TLR3 et TLR4 

étaient susceptibles d’inhiber la prolifération des cellules NSCs (293). 
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En résumé, le TNFα est une cytokine avec un large éventail de fonctions : homéostatique, immunitaire 

et inflammatoire. Les fonctions homéostatiques bénéfiques du TNFα comprennent, entre autres, la 

défense contre les agents pathogènes, l'inhibition de la croissance tumorale ainsi que la résolution de 

l'inflammation notamment via la prolifération des NSCs adultes (291). Le TNFα est en mesure d’être 

autolimitant c’est-à-dire qu’il participe à la résolution d'une neuro-inflammation déclenchée de manière 

intrinsèque ou extrinsèque par l'élimination de matières toxiques ou de tissus lésés pour restaurer 

l'homéostasie et la fonction cérébrale. Une activité neuro-inflammatoire incontrôlée peut induire une 

neuro-inflammation chronique, caractéristique typique de plusieurs maladies neurodégénératives 

courantes telles que la MA, la MP et la SLA, dans lesquelles l'expression du TNFα semble être régulée à 

la hausse et peut représenter une cible thérapeutique (294). 

 

c) L’Interleukine-1β 

L’IL-1β est majoritairement produite par les cellules microgliales activées, en état pro-inflammatoire. 

L’activation des cellules microgliales est souvent classée comme M1 pour une activation plutôt orientée 

pro-inflammatoire (neurotoxique) et M2, pour une activation plutôt neuroprotectrice, anti-

inflammatoire (295). L’IL-1β est une isoforme de l’IL-1. En plus des effets néfastes de la microglie activée, 

les cytokines pro-inflammatoires ont également des effets individuels sur la neurogenèse. Par exemple, 

l'IL-1β peut entraîner une déplétion sévère des neuroblastes en modifiant le sort des cellules souches 

neurales dans la SGZ (296). Il a également été constaté que l'IL-1β diminue drastiquement la 

prolifération cellulaire dans le gyrus denté (297). En 2019, une étude a démontré que l’utilisation d’un 

anti-inflammatoire (pioglitazone), réduisant la production d’IL-1β,  était corrélée avec une amélioration 

de la neurogenèse et une augmentation du facteur BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) (298). Le 

BDNF est en effet un facteur de croissance qui est impliqué dans la survie neuronale. Il agit également 

sur la croissance et la différenciation de nouveaux neurones, les neuroblastes.  

La microglie M1 produit des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires, telles que TNFα, IL-6, 

CCL2 et IL-1β. La microglie M1 exprime également la NADPH oxydase, qui génère des ROS ainsi que de 

la nitrique oxydase, qui convertit l'arginase en monoxyde d'azote (NO). Le NO augmente l'effet toxique 

du glutamate, potentialisant ainsi la neurotoxicité médiée par les récepteurs NMDA. L'activation M2 est 

considérée comme anti-inflammatoire, réparatrice et favorise la libération de cytokines anti-

inflammatoires, telles que l'IL-10 et le Transforming Growth Factor-β (TGF-β). La microglie M2 sécrète 

des facteurs de croissance tels que le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) ainsi que des facteurs 

neurotrophiques tels que le facteur de croissance nerveuse (NGF), le BDNF et le facteur neurotrophique 
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dérivé des cellules gliales (GDNF). Les facteurs neurotrophiques engagent une famille de récepteurs 

tyrosine kinases connus sous le nom de récepteurs Trk, qui régulent la force et la plasticité synaptique. 

Bien que les catégories M1 et M2 aient été utiles pour conceptualiser les activités de la microglie in 

vitro, il est de plus en plus admis que les phénotypes M1 et M2 sont inadéquats pour décrire l'activation 

de la microglie et des macrophages in vivo. En effet, la microglie affiche rarement un comportement 

significatif vers le statut M1 ou le M2. Pendant le fonctionnement normal du SNC, la microglie a un profil 

homéostatique qui reflète une activité de surveillance. Dans les modèles de neurodégénérescence, la 

microglie exprime à la fois des facteurs neurotoxiques et neuroprotecteurs. Il est important d’avoir en 

tête qu’une microglie amiboïde, considérée comme « activée », est prédominante au cours du 

développement du SNC sans induire de neuro-inflammation (263). Les microglies amiboïdes in vitro et 

in vivo interagissent étroitement avec les NSCs résidant dans des niches neurogènes distinctes. La 

microglie activée a en effet des effets différentiels sur la prolifération, la migration et la différenciation 

des NSCs (264). Pour autant, la forme amiboïde des cellules microgliales peut être associée à la 

libération de cytokines pro-inflammatoires (299). Ce constat interroge notamment sur le point de 

départ pour évoquer le terme de « neuro-inflammation » puisqu’un niveau basal, physiologique, existe 

et doit être considéré.   

Les principales cytokines pro-inflammatoires que nous avons utilisés comme marqueurs sont les 

interleukines IL-6, l’IL-1β et le TNFα. Ces trois cytokines sont parfois appelées “triade inflammatoire” car 

elles exercent leurs effets de façon synergique et redondante. Cette réaction plutôt catégorisée pro-

inflammatoire est limitée par la production de cytokines anti-inflammatoires, parmi lesquelles l’IL-4, l’IL-

10 et le TGF-β sont les plus connues. L'IL-10 est généralement considérée comme la cytokine 

immunosuppressive par excellence. Les chimiokines appartiennent aussi aux médiateurs 

inflammatoires qui sont libérés suite à différentes atteintes du SNC telle que l’inflammation (300). CXCL1 

est une chimiokine chémoattractrice pour les lymphocytes T, les monocytes et les neutrophiles dans le 

cerveau après s'être liée à son récepteur spécifique CXCR2 (301). Il a été démontré que CXCL1 est 

essentielle pour la production d'espèces réactives de l'oxygène, qui à leur tour modulent l'inflammation 

ultérieure (302). Au sein de cette étude, nous nous sommes focalisés sur les cytokines pro-

inflammatoires IL-1β, IL-6 et TNFα. 

 

2. Neuro-inflammation et neurodégénérescence  

Un grand nombre de recherches suggèrent que la neuro-inflammation est un événement pathologique 

clé déclenchant et perpétuant le processus neurodégénératif, pouvant être à l’origine de pathologies. 

Les processus neurodégénératifs se définissent comme des processus par lesquels le fonctionnement 

normal du cerveau est altéré par des dommages ou la perte de neurones ou de connexions essentiels 
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au fonctionnement du cerveau. Différents stimuli, tels que le lipopolysaccharide (LPS), mimant une 

inflammation bactérienne, sont utilisés pour modéliser la neuro-inflammation associée à la 

neurodégénérescence. En agissant au niveau des TLR4 (anciennement nommé CD284), le LPS active 

diverses molécules intracellulaires, qui modifient l'expression d’une myriade de médiateurs 

inflammatoires. Ces facteurs, à leur tour, initient ou contribuent au développement de processus 

neurodégénératifs. Le LPS est, entre autres, connu pour réduire les neurites au sein de culture primaires 

(271), et promouvoir le dépôt de plaque amyloïdes in vivo (303). La neuro-inflammation peut précéder 

le développement de pathologies neurodégénératives telles que la MA, la SLA la MP ainsi que la MH 

(304,305). La dérégulation de la neurotransmission dopaminergique et l'hypofonctionnement de 

l'activité des récepteurs NMDA ont été considérés comme des mécanismes fondamentaux de certaines 

pathologies du SNC (306). Il a également été démontré que la neurotransmission glutamatergique 

participe à l’amélioration de la neurogenèse dans le cerveau humain (307). Plusieurs études ont 

rapporté que les antagonistes des récepteurs NMDA, notamment la kétamine et le MK-801, stimulent 

la neurogenèse hippocampique adulte chez l'animal (308). 

Lors d’un épisode neuro-inflammatoire, les récepteurs purinergiques – c’est-à-dire les récepteurs qui 

sont activés par des purines, en particulier l'ATP et l’ADP – sont impliqués dans la régulation du système 

immunitaire. Le récepteur P2X7 (P2X7R) est un récepteur potentiellement impliqué dans le 

développement et la progression des MND. Dans les modèles animaux et chez les patients atteints de 

la MA, on observe une augmentation de son expression dans les cellules gliales entourant les plaques 

d'amyloïde bêta (Aβ). P2X7R est responsable de l'activation de l'inflammasome NLRP3 (récepteur de 

type NOD-like contenant un domaine pyrine 3), ce qui entraîne notamment la libération de l’IL-1β, une 

cytokine pro-inflammatoire. Cependant, P2X7R peut également présenter des effets neuroprotecteurs. 

En effet, des études ont montré qu'une stimulation brève de ce récepteur active une protéine appelée 

α-sécrétase, qui clive la protéine précurseur du peptide amyloïde (APP) de manière non 

amyloïdogénique. Ce clivage prévient la formation de peptides Aβ neurotoxiques et produit un fragment 

soluble, qui possède des propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices. De plus, P2X7R joue un rôle 

dans la phagocytose des peptides Aβ, contribuant ainsi à leur élimination. Ces multiples fonctions de 

P2X7R ont conduit à l'hypothèse selon laquelle sa stimulation pourrait avoir un double effet dans la MA 

: activer la voie neuroprotectrice non amyloïdogénique et/ou entraîner une suractivation des cellules 

gliales, ce qui provoque une réponse inflammatoire excessive (309). Ces récepteurs sont largement 

exprimés au sein du SNC, notamment par les cellules microgliales, les oligodendrocytes, les astrocytes 

ainsi que les cellules souches neurales (310–313). 
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Le fait que certains polluants de l’environnement (naturels ou anthropiques) sont structurellement des 

analogues d’acides aminés et sont soupçonnés d’agir en tant qu’agonistes sur les récepteurs du 

glutamate tels que les NMDA rend l’hypothèse de leur action sur les processus neuroinflammatoires 

crédibles. Les liens potentiels entre une exposition à des polluants environnementaux et les 

perturbations de la neurogenèse, en lien avec l’apparition de maladies neurodégénératives est résumé 

dans la figure 41.  

 

Figure 41 : Liens potentiels déduits entre une exposition à des polluants de l’environnement et l’apparition de perturbations 
neurologiques. 

 

II) Méthodes d’évaluation  

Un objectif important de la toxicologie est de comprendre et de prédire les effets indésirables des 

médicaments et autres xénobiotiques. Pour l’évaluation toxicologique, plusieurs niveaux d’intégration 

existent. Les outils in silico tels que la modélisation du métabolisme, ou de cinétique peuvent participer 

à appréhender les mécanismes toxicologiques sous-jacents. D’autres approches expérimentales 

permettent également de déterminer des valeurs seuil de référence, à savoir les modèles in vivo et in 
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vitro. Pour l’ensemble de ces niveaux d’intégration, les approches sont réalisées selon des lignes 

directrices établies, celles de l’organisation de coopération et de développement économique (OCDE).  

1. In vivo  

Les modèles animaux les plus utilisés dans la recherche fondamentales et académiques sont des 

modèles rongeurs, tels que la souris, le rat, le cochon d’inde. Ce sont des mammifères qui constituent, 

en règle générale, de bons modèles en raisons de leurs similitudes physiologiques et moléculaires avec 

l’espèce humaine. Les primates non-humains (PNH) sont des modèles qui sont parfois utilisés. En effet, 

par leur origine phylogénétique les PNH présentent une forte proximité avec les humains en termes de 

patrimoine génétique, de processus épigénétiques, d’organisation fonctionnelle de leur système 

nerveux et immunitaires. De plus, leurs caractéristiques cognitives et leur comportement, notamment 

sociaux, ont une proximité certaine avec l’être humain.  

L’expérimentation animale permet d’étudier sur un même individu les effets d’une molécule ou d’un 

extrait sur un organisme entier. L’évaluation prend ainsi en compte toute la physiologie de l’animal ainsi 

que la métabolisation des substances actives. Puisque de telles études considèrent ainsi l’individu « en 

entier », la variabilité interindividuelle peut également être considérée. Néanmoins, les résultats – et 

donc les conclusions – peuvent varier d’une espèce à l’autre. Aujourd’hui, dans les pays Européens et 

notamment en France, l’expérimentation animale fait l’objet de nombreuses réglementations. Ainsi, la 

règle des 3R proposée par William Russel et Rex Burch en 1959 a été mise en place. En faveur de la 

protection animale, elle invite les scientifiques à se questionner sur l’éthique de leur recherche. Les 3R 

signifient « Remplacer, Réduire, Raffiner ». Un quatrième R s’est récemment ajouté, « Respecter ».  

2.  In vitro  

Le « Remplacement » des animaux dans la recherche se réalise notamment par des modèles de culture 

cellulaire. De ce fait, les modèles in vitro sont très largement utilisés. A noter cependant que selon la 

méthode de culture utilisée, l’utilisation de l’animal reste présente (telle que l’utilisation du sérum de 

veau fœtal. Parmi les modèles in vitro, on distingue les lignées cellulaires des cultures primaires. Les 

lignées cellulaires sont issues de cellules cancéreuses ou immortalisées, par transfection d’un oncogène 

viral qui leur permet d’être pérennes. Les cultures cellulaires primaires sont, par définition, directement 

issues d’un organisme.  

 Modèles 2D et 3D 

Les systèmes de culture cellulaires sont des outils indispensables pour la recherche fondamentale et 

appliquée. Les cultures en deux dimensions (« 2D ») sont des cultures monocouches de cellules. Ce 
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mode de culture est relativement simple et est facilement manipulable. Cependant, les cultures 

cellulaires 2D, conventionnelles, miment de façon peu fiable les conditions de l'organisme vivant 

(156,314). 

Le premier modèle de culture cellulaire 3D a été mis en place il y a 30 ans, par Petersen et Bissell. Ils ont 

cherché à reproduire, via des structures organotypiques, les structures mammaires dans les cas 

cancéreux et non cancéreux (315). Les cultures cellulaires 3D présentent l’avantage de reproduire 

fidèlement certains aspects des tissus humains, notamment l’architecture, l’organisation cellulaire, les 

interactions cellule-cellule et cellule-matrice et les caractéristiques de diffusion les plus pertinentes sur 

le plan physiologique. L’utilisation des tests cellulaires 3D ajoute de la crédibilité, de la valeur, dans le 

cadre d’étude toxicologique.  Ces modèles – plus délicats à mettre en place que les cultures 2D 

conventionnelles –, se rapprochent des modèles animaux « complets » (316). En 2021, une étude a mis 

en avant les différences majeures entre les cultures 2D et les cultures 3D (Table 8,(317)).  

 

Table 8 : Tableau comparatif entre les modèles de culture 2D et les modèles de culture 3D (317). 

 

Ainsi, grâce aux modèles in vitro, de nombreux paramètres toxicologiques peuvent être évalués. Parmi 

ceux-ci nous pouvons citer la viabilité cellulaire, la cytotoxicité, la prolifération cellulaire, la mesure de 

médiateurs de l’inflammation dans le cas de phénomènes neuro-inflammatoires ou encore les 

processus de différenciation cellulaire.  Les interactions entre les NSCs, les neurones, les astrocytes et 

la microglie influencent de manière cruciale les réponses cellulaire –  et notamment neuro-

inflammatoires – aux agressions dans le SNC. Les cultures d'astrocytes et de microglies sont des outils 

intéressants pour modéliser les phénomènes neuro-inflammatoires in vitro. Ce modèle de culture a 

également été mis en place au laboratoire. Selon la question scientifique initiale, ces modèles peuvent 
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être complétés par la culture multicellulaire, pour mieux modéliser in vitro les phénomènes neuro-

inflammatoires in vivo.  

Au sein d’une tri-culture composée de cellules microgliales, de neurones et d’astrocytes, les microglies 

jouent un important rôle neuroprotecteur lors d’évènements cytotoxiques ((271); Figure 42). En 

présence de glutamate (25µM), les astrocytes au sein de culture dépourvue de microglie démontrent 

une réactivité caractérisée par une astrogliose et une augmentation significative de la surface de leurs 

corps cellulaire, ainsi qu’une hypotrophie. Ces modifications n’ont pas été observée au sein de la tri-

culture. La viabilité neuronale suite à une exposition au glutamate était également plus importante dans 

la culture contenant les trois types de cellules que au sein de celle étant dépourvue de microglie. Aussi, 

les cellules microgliales semblent avoir un effet neuroprotecteur envers les astrocytes et les cellules 

neuronales suite à l’excitotoxicité induite par le glutamate. 

 

Figure 42 : Réponse à l'excitotoxicité selon le mode de culture. (A) Images de fluorescence représentatives des co- et tri-cultures 
à 48 h après exposition à 25 μM de glutamate pendant 1 h. Les cultures ont été immunocolorées pour les trois  types de cellules 
d'intérêt : neurones : anti-βIII-tubuline (rouge), astrocytes : anti-GFAP (vert), microglie : anti-Iba1 (orange) ; les noyaux ont été 
colorés via le DAPI (bleu). Barre d'échelle = 100 μM. (B) Comparaison de la surface moyenne des astrocytes entre les co- et tri-
cultures après des défis avec différentes concentrations de glutamate. (C) Pourcentage de couverture de surface des neurones 
après un challenge excitotoxique (D) Surface moyenne de la microglie n'a pas changé après un traitement avec différentes 
concentrations de glutamate. (E) Imagerie calcique montrant le changement d'intensité de fluorescence suite à un traitement 
avec différentes concentrations de glutamate.  n=3 ; une lettre différente indique une différence significative avec une p-value 
p < 0,05 (Goshi et al., 2020). 
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Matériel & Méthodes 
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I) Culture cellulaire  

Au cours de la réalisation de mes travaux de thèse, j’ai utilisé deux modèles de cultures primaires de 

NSCs. La première en monocouche cellulaire (2D). La seconde culture en culture d’organoïdes (3D).  

1. Modèle murin  

Les cultures primaires ont été faites à partir de souris de fond génétique C57BL/6JRj (Janvier Labs, Le 

Genest-St-Isle, France) ont été hébergées dans un environnement à température et humidité contrôlées 

selon un cycle lumière/obscurité de 12 h avec un accès ad libitum à l'eau et à la nourriture. Les soins et 

l'expérimentation des animaux étaient conformes à la directive du Conseil des Communautés 

européennes (2010/63/UE) et au ministère français saisine APAFIS # 21860.  

2. Préparation à la mise en culture : dissection  

La culture primaire de NSCs est obtenue à partir de souriceaux, âgés de 1 à 5 jours. A cet âge, le cerveau 

contient un pool conséquent de NSCs. Ces cellules multipotentes ont une forte capacité de 

différenciation (cellules neuronales et gliales) et possèdent une croissance rapide. Chaque culture est 

réalisée à partir d’une portée. Les souriceaux sont de sexe différent, pour se prémunir des différences 

cellulaires liées au sexe.  Par microdissection, les bulbes olfactifs, le cervelet et l'hippocampe ont été 

retirés et les méninges ont été éliminées (Figure 43). Ainsi, les cellules souches récoltées proviennent 

principalement de la SVZ. Le télencéphale disséqué a été dissocié mécaniquement avant digestion 

enzymatique avec de la papaïne (Sigma, P4792). Les cellules ont ensuite suspendues dans du milieu 

DMEM (Sigma, D5671), complété avec 10 % de sérum bovin fœtal (FBS, GE Healthcare HyClone), 

1 000 unités/mL de pénicilline-streptomycine (GIBCO 15070-063) et 2 mM de L-Glutamine (GIBCO, 

25030-024). Les cellules ont été étalées sur des flacons de 25 cm² pré-enduits de poly-L-lysine (5 µg/mL, 

BD Biosciences). Les NSCs sont maintenues en culture à 37 °C avec 5 % de CO2 dans un incubateur 

humidifié jusqu'à confluence. Pour éviter la toxicité des débris cellulaires, le milieu a été remplacé le 

lendemain de la mise en culture, puis tous les deux jours, par le milieu contenant le facteur de croissance 

épidermique (EGF, 30 ng/mL Sigma E9644) pour maintenir les cellules dans un état indifférencié.  

Lorsque les cellules atteignent la confluence, généralement 7 jours après l'ensemencement, elles ont 

été détachées avec de la trypsine (Sigma, 59417C). Selon le modèle de culture utilisé, 2D ou 3D, le 

support et le nombre de cellules qui y sont ensemencées diffèrent. Un schéma illustre les différences et 

similarités entre ces deux types de culture (Figure 43).  

 Pour une culture neurosphères, des plaques ultra low attachment ont été utilisées (Corning, 7007). Ces 

plaques ont permis une auto-aggrégation des cellules entre elles et à terme une auto-organisation. A 

chaque changement de milieu, la moitié du milieu cellulaire a été retiré, les plaques sont soumises à 
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une agitation mécanique (100 – 150rpm) pendant 10 à 15 minutes, puis 100µL de milieu frais ont été 

ajouté.  

 

3. Traitement 

Dans ces modèles d’exposition in vitro, l’intérêt est porté sur l’effet des polluants sur la différenciation 

cellulaire. Un traitement chronique aux molécules seules, ou en mélange pendant une semaine a été 

effectué. Les toxiques sont ajoutés au même moment que le renouvellement de milieu de culture, c’est-

à-dire tous les deux jours pendant une semaine. Le choix des concentrations d’études des polluants se 

base sur la littérature ainsi que sur des tests de viabilité et de cytotoxicité réalisés. Ainsi, les effets du 

glyphosate sont étudiés à 30µM, ceux du glufosinate d’ammonium à 3µM (200) et ceux de la BMAA à 

100µM (17). 

 

Figure 43 : Représentation des différentes phases de culture pour les modèle 2D et 3D. 

 

II)  MTT 

Principe 

La viabilité cellulaire a été mesurée par le dosage du bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-yl)22,5-diphényl-

2H-tétrazolium (MTT, Sigma, M2003). Ce test est basé sur la conversion du sel de tétrazolium en produit 

coloré formazan par la succinate déshydrogénase qui est une enzyme mitochondriale. Seules les cellules 
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métaboliquement actives vont être en mesure de former des cristaux de formazan. L’intensité de la 

coloration est ainsi proportionnelle à la quantité de cellules viables.  

Protocole  

Concernant les cellules en deux dimensions, les NSCs ont été ensemencées à 4x104 cellules par puits 

dans des plaques à 96 puits. A la fin de l'exposition, le MTT a été ajouté au milieu (5 mg/mL) et incubé 

pendant trois heures. Le produit formazan généré a été solubilisé dans du diméthylsulfoxyde pendant 

15 minutes. Concernant les neurosphères, le protocole utilisé fut adapté à partir de Bresciani et al. (318). 

Le MTT est ajouté au milieu (5mg/mL) puis incubé à 37°C sur la nuit. Ainsi, les cristaux de formazan se 

forment jusqu’au cœur de la sphère. Les cristaux de formazan sont solubilisés après ajout de DMSO en 

effectuant des allers-retours à l’aide de la pipette multicanale. Lorsque les puits sont homogènes, 

l’absorbance est mesurée à 570 nm à l'aide d'un lecteur de microplaques (ClarioStar, BMG LABTECH). 

 

III)  LDH-Glo 

Principe 

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytosolique soluble et stable présente dans de 

nombreux types de cellules. Elle est rapidement libérée dans le milieu de culture cellulaire lors de la 

rupture de la membrane plasmique. Sa présence dans le milieu reflète donc la cytotoxicité. 

Protocole  

La libération de LDH a été mesurée à l'aide du test de cytotoxicité LDH-Glo™ (Promega, J2380) selon le 

protocole du fabricant. Brièvement, 5 µl de milieu surnageant ont été collectés à partir de chaque 

échantillon après 48h, 96h et une semaine de traitement et stockés à -20°C dans le tampon de stockage. 

Les niveaux de LDH sont mesurés en ajoutant un volume égal de réactif de détection de LDH à 

l'échantillon dilué. La luminescence a été enregistrée après 40 minutes à l'aide d'un lecteur de 

microplaques (ClarioStar, BMG LABTECH). 

 

IV) Immunocytochimie  

Principe 

L’immunocytochimie (ICC) permet de mettre en évidence la présence ou l’absence de certaines 

antigènes cellulaires, qu’ils soient extracellulaires ou intracellulaires. Cette technique est basée sur la 

reconnaissance de l’antigène par l’anticorps qui forme un complexe, rendu visible et localisable par un 

fluorochrome. J’ai utilisé la technique des immunomarquages indirects, c’est-à-dire que l’antigène a été 
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reconnu par un anticorps primaire qui est lui-même reconnu par un anticorps secondaire conjugué au 

fluorochrome.  

Protocole  

Les NSCs ont été ensemencées à 1x105 cellules par puits dans des plaques à 24 puits contenant des 

lamelles de verre pré-coatées à la Poly-L-Lysine (PLL, Sigma, P1524) pour permettre leur adhésion. Pour 

l’étude de la migration des cellules à partir de neurosphères, les organoïdes ont été déposés sur Matrigel 

(BD Biosciences 356237, Heidelberg, Germany) mimant une matrice extra-cellulaire. Les cellules 

d’intérêt ont ainsi quitté la structure en trois dimensions et ont migré en deux-dimensions.  

Suite au protocole d’exposition, le milieu a été retiré et les lamelles ont été lavées avec du Tris-Buffer 

Saline 1X (TBS, pH 7,6, Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM). Selon la localisation des protéines, le temps de 

fixation au paraformaldéhyde (PFA) 4°C diffère. Pour les protéines intracellulaires il est de 10 minutes. 

Pour les protéines extracellulaires, il est de 1 minute. Le PFA a été lavé avec du TBS. Les cellules ont été 

perméabilisée et saturées avec du TBS contenant 10 % de FBS ; 0,2% Triton X-100 (Euromedex, réf 2000-

A) et 2% de Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma, A9418) pendant 30 minutes à température ambiante. 

Les lamelles ont été incubées au moins trois heures à température ambiante en utilisant les anticorps 

appropriés (cf Table 10) puis rincées avec du TBS et incubées avec des anticorps secondaires appropriés 

(1:500, anti-lapin, anti-souris ou anti-chèvre Alexa 488 ou conjugué au TRITC) pendant 45 minutes, 

également à température ambiante dans une solution de TBS avec une solution de FBS à 10 %. et 2 % 

de BSA. Après rinçage, les lamelles ont été incubées deux minutes avec du DAPI, pour visualiser les 

noyaux cellulaires. Les lamelles ont été rincées trois fois dans du TBS et une fois dans de l'eau distillée 

avant d'être montées sur des lames de verre avec du milieu de montage Fluoromount-G (Clinisciences 

K024-200). Les images microscopiques ont été obtenues à l'aide d'un microscope à fluorescence Leica 

DM6000B avec le logiciel Metamorph avec un grossissement de 20x ou immergé de 100x. Pour chaque 

condition, au moins deux expériences indépendantes ont été étudiées. Pour chaque point expérimental, 

au moins trois champs ont été quantifiés par lamelle, puis moyennés. Les distances et les dimensions 

ont été mesurées à l'aide du logiciel Image J® (NIH Image). 

 Antigène Dilution  Marquage  Référence 

A
n

ti
- 

Ki-67 1/150 Prolifération cellulaire ab15580 

Nestin 1/500 Cellules B1 et cellules C ab11306 

GFAP 1/500 Cellules B1 et astrocytes Dako 

Doublecortin 1/250 Cellules A (neuroblastes) ab77450 

Olig2 1/500 Précurseurs d’oligodendrocytes (OPC) ; certains astrocytes AB9610 

Table 10 : Anticorps primaires utilisés en immunocytochimie (ICC) 
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V) Transparisation et microscopie confocale 

 Afin de pénétrer à travers toutes les couches des neurosphères par microscopie confocale, les 

neurosphères ont été fixées avec 4% de PFA pendant 10 min et préparées selon le protocole MILTENYI 

Biotec en utilisant le kit de transparisation (MACS ®Clearing Kit, 130-126-719). Pour marquer les 

neurosphères ont été incubées avec les anticorps primaires ciblant la doublecortine (anti-DCX, 1:250), 

GFAP (anti-GFAP, 1:250), nestin (anti-nestin, 1:200), Iba-1 (anti-Iba-1, 1:100) à 37 °C pendant 18 h, 

lavées trois fois avec une solution de coloration d'anticorps 1X pendant 25 min. Ensuite, les 

neurosphères ont été incubées pendant 1h30 avec les anticorps secondaires adaptés (1 :500) et lavées 

deux fois avec la solution de marquage dépourvue d’anticorps. Les noyaux des cellules constituant les 

neurosphères ont été marqués avec du DAPI pendant 5 min puis lavées une nouvelle fois. Les 

neurosphères immunocolorées ont été positionnées dans la lamelle à 8 puits Nunc ™ Lab-Tek ™ 

(ThermoFischer Scientific, 155411) et les images de la couche Z-stack obtenues sur le microscope 

confocal Zeiss LSM980 avec AiryScan 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Allemagne). L'analyse des images 

a été réalisée dans le logiciel ZenBlue. 

 

VI)  Cytométrie en flux  

Principe 

La cytométrie en flux permet de caractériser de façon individuelle, quantitative et qualitative, de 

particules en suspension dans un liquide. Les particules sont nommées « évènements ». Les 

évènements d’intérêt sont principalement les cellules que l’on souhaite analyser. Ainsi, les particules 

sont aspirées puis analysées via un ou plusieurs faisceaux lumineux. Le cytomètre permet de classer les 

cellules selon des critères physiques tels que leur taille (FSC) leur granusolité (SSC) et aussi selon 

l’expression de marqueurs désirés.   

 

Protocole  

Les populations cellulaires, la différenciation et l'état neuroinflammatoire ont été évalués par 

cytométrie en flux. Concernant les cellules en deux dimensions, les NSCs ont été ensemencées à 1x105 

cellules par puits dans des plaques à 6 puits. Concernant les cellules en 3D, les neurosphères, celles-ci 

ont été regroupées par huit puis les cellules les constituant ont été dissociées et individualisées en 

suivant les instructions du Kit fourni par Miltenyi (Neurosphere Dissociation Kit, 130-095-943).  

Après une semaine d'exposition, les cellules ont été colorées avec des anticorps marqueurs fluorescents 

: Fixable Viability Dye (eBiosciences™, 65-0865-14, 1/800), anti-ACSA2 APC (MILTENYI, 130-117-386, 
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1:50), anti-CD45 V450 (BD Horizon™, 560501, 1:100), anti-CD11b PerCP/Cy5 (BD Pharmingen™, 560993, 

1:100), anti-CD86 FITC (BD Biosciences, 561961, 1:100), anti -CD206 PE-Cy7 (BioLegend, 141720, 1:100). 

Un anticorps anti-CD16/32 non conjugué (BD Pharmingen™, 553142, 1:100) a été utilisé pour bloquer 

les récepteurs Fc non spécifiques pendant 20 min à 4 °C. Ensuite, les cellules ont été lavées et avant la 

fixation, la population de cellules souches neurales a été colorée avec Nestin PE intracellulaire 

(MILTENYI, 130-119-799, 1:50) après perméabilisation cellulaire pendant 20 min à 4 °C avec 

Cytofix/Cytoperm Plus Kit (BD Biosciences, Paris, France). Seules les cellules en monocouche ont été 

marquées de façon intracellulaires. Les cellules ont ensuite été lavées et remises en suspension dans 

une solution de lyse (BD FACS™ Lysing Solution) avant l'acquisition. Les données ont été acquises avec  

un cytomètre en flux (BD FACSCanto II) et analysées avec le logiciel FlowJo v10 (Tree Star, Ashland, OR). 

Les faibles SSC et FSC ont été exclus pour éliminer les débris cellulaires de l’analyse et définir strictement 

les populations d'intérêt. Ensuite, les cellules vivantes individuelles ont été sélectionnées. Le statut 

d'activation a été défini à l'aide du rapport CD86/CD206 obtenu après coloration avec un anticorps anti-

CD86 pour le statut pro-inflammatoire et un anticorps anti-CD206 pour le statut anti-inflammatoire. 

 

VII)  RT-qPCR 

Principe 

La RT-qPCR, ou réaction de polymérisation en chaîne quantitative en temps réel, repose sur la détection 

et la quantification directe au cours du temps de la fluorescence émise par les produits nucléiques 

nouvellement formés, amplifiés. L’augmentation du signal est ainsi proportionnelle à la quantité 

d’amplicons générés depuis le début de la réaction. L’émission de fluorescence au cours du temps est 

divisée en trois phases : la phase de bruit de fond (baseline), la phase exponentielle (amplification des 

amplicons à chaque cycle) et la phase plateau. Lorsque le signal fluorescent est différenciable du bruit 

de fond, on parle d’un cycle seuil Ct (cycle threshold). Il correspond au début de la phase exponentielle 

d’amplification et est corrélé au nombre de copies initiales d’ADN cible. Ainsi, plus le signal est détecté 

tôt en terme de cycle, plus cela signifie que l’expression génique est importante.  

Protocole  

L’expression des gènes d’intérêt ont été évalués par RT-qPCR. Concernant les cellules en deux 

dimensions, les NSCs ont été ensemencées à 1x105 cellules par puits dans des plaques à 6 puits. Pour 

les neurosphères, celles-ci ont été rassemblées par 8 avant d’en extraire l’ARN.  
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Pour quantifier l’expression génique plusieurs étapes sont indispensables. La première consiste à 

extraire l’ARN des cellules, la deuxième consiste à synthétiser les ADNc à partir de l’ARN quantifié et la 

dernière est la qPCR en tant que tel.  

- Extraction d’ARN 

L’extraction des ARN totaux a été réalisé à l’aide de trizol (TRI-reagent, Sigma, T9424). Sur chaque culot 

de cellule, 300µL de trizol ont été ajouté. Après homogénéisation, les tubes sont laissés 5min à 

température ambiante puis ils sont centrifugés à 12 000G, 4°C pendant 10 minutes. Les surnageants 

sont ensuite récoltés et transférés dans nouvel eppendorf. 30µL de 1-bromo-3-chloroporpane (BCP) 

sont ajoutés dans chaque échantillon puis incubés 15 min à température ambiante. Ensuite, une 

centrifugation a été effectuée (12 000G, 15 minutes, 4°C). La phase aqueuse, qui contient les acides 

nucléiques, fut récupérée puis 150µL d’isopropanol ont été ajouté ainsi que 1µL de glycogène 

(ThermoFisher R0561) permettant la précipitation des acides nucléiques. Sa non solubilité à l’éthanol 

permet de mieux visualiser le culot. Les échantillons sont laissés à température ambiante pendant 

10min, puis centrifugés (12000G, 8 minutes, 4°C). Le surnageant a été ensuite éliminé, et le culot a été 

lavé à deux reprises à l’aide de 300µL d’éthanol 75%. Après élimination méticuleuse de l’éthanol, les 

culots sont mis à sécher (3-5 minutes) puis remis en suspension dans 10µL d’eau RNAse free.  

La concentration en ARN total a été mesurée via le spectromètre Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific) 

et du logiciel associé. Le spectre d’absorption est effectué à 230nm (λ des contaminants), à 260nm (λ 

de l’ADN) ainsi qu’à 280 (λ des protéines). La pureté de l’échantillon a été évaluée par le rapport 

DO260/DO280 qui doit être supérieure à 1,8 et la contamination fut elle évaluée par le rapport 

DO230/DO280. Ensuite, l’intégrité fut vérifiée en déposant un minimum de 600ng d’ARN sur un gel 

d’agarose à 1.5% contenant du BET qui est un intercalant des acides nucléiques.  

 

- Synthèse de l’ADNc 

La transcription inverse (Reverse Transcription, RT) permet la synthèse d’un brin d’ADN complémentaire 

(ADNc) à partir de l’ARNm. Pour cela, on utilise la Reverse Transcriptase, l’enzyme permettant cette 

réaction reverse, présente dans le kit Promega (A5001). 500ng d’ARN totaux de chaque échantillon sont 

utilisés. Le mélange réactionnel contient des primers aléatoires (dNTPs), des oligo(dT) capables de 

s’hybrider notamment aux amorces permettant la synthèse de l’ADNc.  

- qPCR 



98 
 

Les RT-PCR ont été réalisées à l’aide kit Promega (A6002). Et du thermocycleur Aria Mx (Stratagene 

MX3005P, Agilent Technologies). Les primers utilisés proviennent de chez Qiagen (Table 10). Leur 

expression est donnée en expression relative par rapport au gène de ménage 18S. L’analyse est réalisée 

grâce au logiciel Agilent Aria 1.5. Pour chaque expérience des triplicats biologiques et techniques ont 

été réalisés.  

Nom du gène Primer Référence (Qiagen) 

18S Mm_Rn18S_3_SG QT02448075 

Β-actine Mm_Actb_1_SG QT00095242 

Hprt Mm-Hprt_1_SG QT00166768 

GFAP Mm_Gfap_1_SG QT00101143 

Nestin Mm_Nes_1_SG QT00316799 

Itgam Mm_Itgam_1_SG QT00156471 

Tmem119 Mm_Tmem119_1_SG QT00256025 

NF-κB Mm_Nfkb_1_SG QT00154091 

STAT3 Mm_Stat3_1_SG QT00148750 

IL-6 Mm_Il6_1_SG QT00098875 

Table 10 : Liste des gènes utilisés en RT-qPCR. 

 

VIII) Analyse protéomique 

Pour identifier les voies de signalisation susceptibles d’être impliquées dans les processus 

inflammatoires et/ou de différenciation cellulaires, des cultures de NSCs ont été traitées pendant 15 

minutes avec 100µM de BMAA dans un milieu de différenciation. Les protéines ont été extraites avec 

du tampon RIPA (Thermo-Fisher, 89901) additionné d'un cocktail inhibiteur anti-protéases et anti-

phosphatases (Thermo-Fisher, 78442). La concentration protéique a été déterminée dans le surnageant 

par le kit de dosage des protéines BCA (Thermo-Fisher 71285-3). L'analyse du protéome a été analysée 

et traitée avec le kit Phospho-kinase Array (R&D, #ARY003C). Il s'agit d'un outil rapide et sensible pour 

détecter simultanément les niveaux relatifs de phosphorylation de 37 sites de phosphorylation de kinase 

et de 2 protéines totales apparentées. Cet outil permet un screening rapide sans effectuer de Western 

blots.  

Birèvement, les lysats cellulaires ont été incubés sous agitation pendant une nuit à 2-8°C sur les 

membranes de nitro-cellulose. Les membranes ont été lavées pour éliminer les protéines non liées, 

suivies d'une incubation avec un cocktail d'anticorps de détection biotinylés pendant deux heures à 

température ambiante toujours sous agitation. Des réactifs de détection streptavidine-HRP et 

chimioluminescents ont été appliqués et un signal a été produit à chaque point de capture 
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correspondant à la quantité de protéine phosphorylée liée. Le chimiluminescent a été lu en utilisant les 

systèmes d'imagerie ChemiDocTM (BIO-RAD). Les dot blots ont été quantifiés avec le logiciel ImageJ.  

 

9. Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± SEM pour chaque groupe expérimental. Chaque 

point correspond à un réplicat biologique. Nos données n'ayant pas suivi une distribution normale, les 

différences par rapport au témoin ont été analysées par des tests de Mann-Whitney ou de Kruskal-

Wallis selon le nombre de groupe, en tant que données non paramétriques. L’ANOVA two-way a été 

utilisée lorsque nécessaire. L’ensemble des tests a été effectué en utilisant GraphPad Prism 9® (San 

Diego, Californie, États-Unis). Les valeurs p ≤ 0,05 ont été considérées comme statistiquement 

significatives. 
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 Résultats 
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Etude n°1. Etude de l’effet de la toxine BMAA sur des populations de cellules issues de la 

niche neurogénique SVZ et investigation de son potentiel neuro-inflammatoire 
 

En utilisant des modèles in vitro en 2D et 3D des cellules souches issues de la SVZ nous avons cherché à 

savoir si la BMAA perturbait la neurogenèse secondaire et les phénomènes neuro-inflammatoires. Une 

partie de ces résultats ont fait l’objet d’une publication au sein de la revue Toxicology.  

 

A. Contexte de l’étude  

L'implication de polluants environnementaux dans le développement de pathologies du système 

nerveux est proposée depuis plusieurs années. La cyanotoxine β-N-Méthyl-Amino-L-Alanine (BMAA) est 

un acide aminé non protéique produit par deux groupes distincts de microalgues, les diatomées et les 

dinoflagellés (64), ainsi que par plus de 95 % de toutes les espèces de cyanobactéries (29). Elle est 

soupçonnée d'être à l'origine de troubles et est de plus en plus considérée comme un facteur de risque 

environnemental potentiel pour l'apparition de maladies neurodégénératives sporadiques, telles que la 

maladie d'Alzheimer (MA), la sclérose latérale amyotrophique (SLA) et le complexe sclérose latérale 

amyotrophique/parkinsonisme-démence (SLA/PDC) (125). 

Les cyanobactéries sont présentes dans le monde entier, en particulier dans les milieux aquatiques. Le 

réchauffement climatique et l'eutrophisation contribuent tous deux à l'augmentation de la prolifération 

des algues et, par conséquent, à la présence de BMAA (24). La BMAA représente donc un problème de 

santé publique à l'échelle mondiale en raison de l'exposition chronique des humains et d'autres espèces. 

Les eaux de loisirs et les fruits de mer sont les principales sources de contamination (61). En effet, cette 

toxine a été détectée en particulier dans les bivalves et les poissons filtreurs (61,319). La BMAA a la 

particularité d’être capable de se bioaccumuler le long de la chaîne trophique (135), ce qui conduit à 

des quantités élevées chez les prédateurs au sommet de la chaîne. Récemment, des études sur 

l'environnement marin ont montré des niveaux élevés de BMAA chez les requins et les dauphins, avec 

chez ses derniers des altérations neurodégénératives (320,321). De façon préoccupante, la BMAA a 

également été mesurée dans le système nerveux central humain (125,128). Les données actuelles 

suggèrent que les maladies neurodégénératives, outre leurs origines multifactorielles et complexes 

prendraient aussi leur racine tôt dans la période de développement (322). En effet, le processus de 

développement neurologique est une période critique et particulièrement sensible à l'exposition aux 

substances toxiques. Une perturbation au cours de cette période peut donc altérer le développement 

des structures neuronales et/ou entraîner des conséquences néfastes à court et à long terme (323,324).  
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Les cellules souches neurales (NSCs) sont un modèle in vitro utile pour étudier les mécanismes 

de la neurotoxicologie développementale (325). En effet, les NSCs ont le potentiel de se différencier en 

neurones, oligodendrocytes, astrocytes et de s'auto-renouveler suffisamment pour générer le SNC à 

partir d'un nombre réduit de NSCs (238,326). Récemment, Pierozan et al. ont montré que les cellules 

souches neurales de l'hippocampe sont plus sensibles à la BMAA que les neurones primaires (17). Ils ont 

démontré que la BMAA induisait l'apoptose dans les NSCs à 50µM, soit à une dose douze fois inférieure 

à celle nécessaire pour diminuer la viabilité des cultures de neurones primaires (3mM). En outre, une 

faible concentration de BMAA a inhibé la différenciation des cellules souches neurales en neurones, 

astrocytes et oligodendrocytes. Cependant, si certaines études ont mis en évidence les effets 

neurotoxiques potentiels de la BMAA sur ces cellules du développement neurologique (102,124), l'effet 

de la BMAA sur la fonction neuroinflammatoire reste à caractériser. Dans ce contexte, les cellules 

microgliale sont particulièrement importantes à considérer. En effet, il a été démontré que la microglie 

a des rôles cruciaux et distincts au cours du développement, notamment en régulant la différenciation 

cellulaire et la neurogenèse. La microglie phagocyte plusieurs produits cellulaires provenant de cellules 

mortes, mourantes et vivantes et sécrète un ensemble de cytokines telles que l’IL-1β et TNFα modulant 

les événements neurodéveloppementaux (267,268). 

 

Dans la présente étude, nous avons étudié l'impact d'une exposition chronique à une faible 

concentration de BMAA, conformément à la littérature, pendant la différenciation cellulaire des cultures 

primaires de NSCs provenant de SVZ. Une partie de l’étude est réalisée sur modèle 2D tandis que l’autre 

se réalise sur culture d’organoïde en trois dimensions, les neurosphères. Ces deux modèles ont 

l’avantage de prendre en considération les interactions des NSCs avec les cellules microgliales, 

présentes dans nos cultures. Ainsi, après avoir évalué la cytotoxicité et la viabilité potentiellement 

perturbées par la BMAA, nous avons caractérisé la population cellulaire après une semaine de 

différenciation. Compte-tenu du rôle de la SVZ dans la synthèse de nouveaux neurones immatures, les 

neuroblastes, nous nous sommes également intéressés à cette population sur modèle 2D ainsi que sur 

notre modèle 3D, les neurosphères. Ensuite, afin d'élucider si la BMAA induit une neuro-inflammation, 

nous avons étudié l'état d'activation des cellules immunocompétentes, des astrocytes et des cellules 

microgliales, les changements morphologiques des cellules microgliales et la libération de cytokines pro-

inflammatoires induites par la BMAA.  
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Figure 44 : Représentation du protocole expérimental pour l'évaluation des effets de la BMAA sur les NSCs. Des NSCs primaires 
murines in vitro ont été isolées à partir de la SVZ au jour 0. Après 7 jours dans des conditions prolifératives, les cellules ont été 
trypsinées puis soit ensemencées dans des plaques 96 puits ULA pour permettre une organisation en neurosphère, ou 
ensemencées dans des plaques classiques pour une évaluation toxicologique en 2D, dans le même milieu. Les cellules ont ensuite 
été traitées tous les deux jours avec de la BMAA de façon concomitante avec le changement de milieu, à différentes 
concentrations (100µM, 300µM et 3mM) pendant que la différenciation se produit. 48h, 96h et une semaine après le premier 
traitement, la viabilité et la cytotoxicité ont été évaluées par des tests MTT et LDH-Glo. Après une semaine de traitement, 
correspondant à un total de trois traitements, les populations cellulaires et le statut d'activation ont été définis par cytométrie 
de flux ; l’organisation des neurosphères a été définie. Au même moment, la prolifération des cellules indifférenciées, la 
population et la migration des neuroblastes et la morphologie des cellules microgliales ont été évalués par immunocytochimie. 
La libération de cytokines pro-inflammatoires a été mesurée par dosage multiplex. 

 

B. Résultats 

a) Effets limités de l'exposition à la BMAA sur la toxicité et la viabilité des cellules 

Nous avons cherché à déterminer si la BMAA induisait une cytotoxicité ou perturbait la viabilité à des 

concentrations de 100µM, 300µM et 3mM dans les cellules souches neurales. Ceci a été évalué après 

48h, 96h et une semaine de traitement pendant la différenciation en cellules neurogliales selon notre 

plan expérimental (Figure 44). Les concentrations de BMAA les plus élevées, 3mM, ont induit une 

cytotoxicité après 48h de traitement à 3mM par rapport aux concentrations plus faibles. Cet effet était 

transitoire ou inversé après 96 h ou une semaine de traitement. Cela peut témoigner d’une potentielle 

« résilience » des cellules. Après une semaine de traitement, il semble y avoir moins de libération de 

LDH dans le milieu, et donc de cytotoxicité (non significatif) (Figure 45). Quel que soit le temps 

d'exposition, l'exposition à la BMAA n'a pas affecté la viabilité (Figure 45).  La plus forte concentration 

de BMAA étudiée dépourvue de toxicité cellulaire était de 300µM. La concentration de 100µM a été 

choisie pour analyser plus en détail les effets de la BMAA sur la différenciation cellulaire, les populations 

cellulaires et les processus neuroinflammatoires. Cette concentration est considérée comme faible dans 

la littérature. 
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Figure 45 : Effets de la BMAA sur la toxicité et la viabilité de cellules souches neurales (NSCs) et différenciées.  La toxicité cellulaire 
a été déterminée à l'aide du test LDH-Glo après traitement avec 100µM à 3mM de BMAA pendant 48h, 96h et une semaine 
pendant la différenciation ; 10% de Triton X-100 a été utilisé comme contrôle positif. Pour 48h de traitement CTRL n = 7 ; BMAA 
100µM n = 7 ; 300µM n = 7 ; 3mM n = 8. 96h de traitement CTRL n = 7 ; BMAA 100µM n = 8 ; 300µM n = 8 ; 3mM n = 7. Une 
semaine de traitement CTRL n = 8 ; BMAA 100µM n = 8 ; 300µM n = 7 ; 3mM n=7 (A). La viabilité cellulaire a été déterminée à 
l'aide du test MTT après traitement avec 100µM à 3mM de BMAA pendant 48h, 96h et une semaine pendant la différenciation. 
Pour 48h de traitement CTRL n = 4 ; BMAA 100µM n = 3 ; 300µM n = 4 ; 3mM n=4. 96h de traitement CTRL n = 3 ; BMAA 100µM 
n = 3 ; 300µM n = 3 ; 3mM n = 3. Une semaine de traitement CTRL n = 3 ; BMAA 100µM n = 3 ; 300µM n = 3 ; 3mM n=3 (B). Les 
valeurs sont normalisées et représentent la moyenne ± SEM. Les différences statistiques sont indiquées : *p < 0,05, **p < 0,01 
en utilisant le test de Kruskal-Wallis. 

 

b) Effets de la BMAA sur les neurosphères et leur organisation  

Nous avons tout d'abord cherché à déterminer si la BMAA, à 100µM, modifiait le nombre de cellules au 

sein des neurosphères. Pour cela, avant chaque traitement et après le dernier, les neurosphères ont été 

prises en photos et leur taille ont été mesurées par ImageJ. Avant le premier traitement, les tailles des 

sphères étaient uniformes (jour 1). La différence de taille entre les organoïdes cérébraux traités et ceux 

contrôles se creuse au cours du temps. La différence significative dans la taille des neurosphères 

observée le dernier jour (un jour après le dernier traitement) est illustrée sur le graphique 

chronologique (Figure 46). La mesure de la viabilité cellulaire des neurosphères traitées avec 100μM de 

BMAA pendant une semaine a été mesurée par MTT.  En comparaison à la condition contrôle, les 

résultats révèlent une viabilité cellulaire plus faible suite au traitement chronique, indiquant des 

potentiels phénomènes apoptotiques ou bien une prolifération cellulaire moindre (Figure 46). Fait 

intéressant, le test LDH-Glo a montré une tendance à une toxicité plus importante au sein de la condition 

BMAA par rapport au contrôle mais sans différence significative (Figure 46). De façon non quantitative 

mais qualitative, nous nous sommes intéressés à l’organisation des types cellulaires au sein des 

neurosphères suite à l’exposition à 100µM BMAA pendant une semaine.  Les images, prises au 



105 
 

microscope confocal, ne semblent pas mettre en avant une différence d’organisation. Cependant le 

nombre de réplicat biologique soit à augmenter.  

 

Figure 46 : Effets de la BMAA sur modèle in vitro d’organoïde cérébral.  La taille des sphères a été mesurée via Image J suite à la 
prise de photo à l’aide du microscope Nikon à contraste de phase avant et pendant le traitement à 100µM de BMAA pendant 
48h, 96h et une semaine pendant la différenciation ; CTRL n = 8 ; BMAA n = 8 (A). La viabilité cellulaire a été déterminée à l'aide 
du test MTT après traitement avec 100µM après une semaine de traitement ; CTRL n = 33 ; BMAA n = 35 (B). La cytotoxicité a 
été déterminée à l'aide du test LDH-Glo après traitement avec 100µM après une semaine de traitement ; CTRL n =11 ; BMAA n 
= 12. Les valeurs sont normalisées et représentent la moyenne ± SEM. Les différences statistiques sont indiquées : *p < 0,05, 
***p < 0,01 en utilisant le test de Mann-Whitney.  

 

 

Figure 47 :  Prolifération des cellules souches après exposition à la BMAA dans une culture de cellules souches neurales (NSCs).  La 
prolifération des cellules a été déterminée par immunocytochimie avec la coloration de la Nestin pour discriminer les cellules 
indifférenciées et la Ki67 pour les cellules prolifératives ; Barre d'échelle = 20µm (A). Quantification du nombre total de cellules 
par champ, de la proportion de cellules en capacité de proliférer et de la proportion de cellules positives à la Nestin dans les 
populations de cellules prolifératives après traitement à la BMAA (100µM) par rapport aux contrôles non traités (B).  Les valeurs 
représentent la moyenne ± SEM, normalisée (CTRL n = 6 ; BMAA 100µM n=9). Les différences statistiques par rapport au contrôle 
sont indiquées : * p < 0,05 en utilisant le test de Mann-Whitney. 
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c) L'exposition à la BMAA favorise la capacité de prolifération des cellules souches neurales et entrave 

la différenciation des cellules indifférenciées. 

L'effet de la BMAA sur la prolifération des cellules indifférenciées a été étudié par immunocytochimie 

en utilisant Ki67 comme marqueur de la prolifération et du maintien de la capacité de prolifération. 

Pour distinguer les cellules souches neurales, une coloration de la protéine Nestin a été réalisée. Une 

attention particulière a été accordée aux cellules doublement marquées (Figure 47). La croissance basée 

sur le nombre total de cellules n'a pas été affectée par 100µM de BMAA à la fin des phases de 

différenciation. De plus, il n'y a pas eu de modification de la proportion de cellules en prolifération dans 

la culture cellulaire. Ainsi, la BMAA n'a affecté ni la croissance ni la prolifération des cellules dans ces 

conditions. Il est intéressant de noter que la proportion de cellules neurales indifférenciées Nestin+ en 

capacité de prolifération était significativement plus élevée après traitement à la BMAA. Cela suggère 

un déséquilibre dans la population de cellules indifférenciées qui sont des cellules B1 et des cellules C 

(Figure 48). Nous avons ensuite caractérisé la population de cellules indifférenciées en détail par 

cytométrie de flux. Pour plus de clarté sur les marquages cellulaires employés, un schéma des 

marquages spécifiques utilisées pour discriminer chaque population cellulaire est présenté (Figure 48). 

Ici, les cellules B1 ont été doublement marqués par l’anticorps dirigé contre la protéine Nestin et ACSA2 

(astrocyte cell surface antigen-2). Bien qu’initialement développé pour identifier les astrocytes, ce 

marquage montre également les cellules B1 (239).  Les cellules C n'étaient colorées que par la Nestin et 

les astrocytes n'étaient colorés que par ACSA2. L'exposition à la BMAA a conduit à une diminution faible 

mais significative de la population de cellules B1, en corrélation avec une tendance à l’augmentation 

des populations de cellules C (Figure 48). Nous n'avons pas observé de changements dans les 

populations d'astrocytes. Au sein des organoïdes cérébraux nous pouvons identifier une répartition 

cellulaire distincte selon les types cellulaires (Figure 49) ; en effet les astrocytes semblent être présents 

majoritairement en périphérie ainsi qu’au cœur de la neurosphère tandis que les cellules souches 

neurales semblent être présentes de façon homogène à l’intérieur de la neurosphère (Figure 49).  
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Figure 48 : Effets de la BMAA sur la différenciation des cellules souches neurales (NSCs).  Les populations de cellules ont été 
déterminées par cytométrie de flux ; marquage correspondant aux populations de cellules B1, C et Astrocytes (A). Les gating 
créés pour exclure les débris cellulaires des populations désirées, correspondant aux événements SSC/FSC très faibles. Seules les 
cellules individuelles et vivantes ont été sélectionnées, grâce au marquage Live/Dead. Ensuite, les populations ont été 
sélectionnées en fonction du marquage Nestin et de ACSA2 (B). Quantification des cellules B1, des cellules C, des astrocytes et 
des autres cellules négatives aux deux marquages après traitement par BMAA (100µM) par rapport aux témoins non traités (C).  
Les valeurs représentent la moyenne ± SEM, normalisée (CTRL n = 18 ; BMAA 100 µM n = 17). Les différences statistiques par 
rapport au contrôle sont indiquées : * p < 0,05 en utilisant le test de Mann-Whitney. 
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Figure 49 : Microscopie confocale de neurosphères après une semaine de traitement à 100µM de BMAA. La position des astrocytes 
(GFAP+) en bordure et des cellules souches neurales (nestin+) au cœur de la neurosphère peut être perçue. Les noyaux de toutes 
les cellules sont colorés avec du DAPI. Les images ont été prises à partir de la couche intermédiaire des neurosphères (couche 
intermédiaire = nombre total de couches/2) au sein du logiciel ZenBlue. 

 

d) La BMAA perturbe l'organisation des neuroblastes au sein du modèle 2D et favorise la migration des 

neurones immatures selon le test de toxicité pour le développement neurologique (NDT). 

L'une des caractéristiques de ce modèle de culture cellulaire est également sa capacité à générer des 

neuroblastes, à l'instar de ce qui se passe dans la SVZ. Comme dans la situation in vivo, ces cellules qui 

migrent en chaînes et en groupe (« clusters »). Par immunocytochimie, nous avons évalué l'effet de la 

BMAA sur la population et l'organisation des neuroblastes d’une part sur modèle 2D et d’autre part sur 

modèle 3D, suivant le même protocole d’exposition. Pour étudier l'organisation des neuroblastes, nous 

avons considéré que deux cellules contiguës constituaient un groupe et qu'un neuroblaste solitaire était 

un neuroblaste qui n'était pas dans un groupe. La coloration spécifique des neuroblastes a été réalisé 

grâce à un anticorps dirigé contre la doublecortine (DCX, Figure 50). La croissance cellulaire basée sur 

le nombre total de cellules n'a pas été affectée par 100µM de BMAA à la fin de la phase de 

différenciation, pas plus que le nombre de neuroblastes (Figure 50). En revanche, le nombre de groupes 

de cellules DCX+ a augmenté de manière significative après la différenciation en présence de BMAA, 

ainsi que la migration (Figure 50–51). Cela indique que l'organisation des neuroblastes a été affectée, 

au sein du modèle 2D et 3D. 
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Figure 50 :  Effets de 100µM de BMAA sur la population et l'organisation des neuroblastes au sein d’une culture de cellules souches 
neurales (NSCs) en différentiation. Les neuroblastes ont été déterminés par immunocytochimie en utilisant la doublecortin (DCX) 
comme marquage pour cibler spécifiquement les neurones immatures ; barre d'échelle = 20µm (A). Quantification du nombre 
total de cellules par champ pour illustrer la croissance et le pourcentage de cellules positives au DCX (B). Quantification de 
l'organisation des neuroblastes ; nombre de clusters, nombre de neuroblastes par clusters et nombre de neuroblastes dispersés 
(solitaires) après traitement par la BMAA (100µM) par rapport aux témoins non traités (C). Les valeurs représentent la moyenne 
± SEM (CTRL n = 8 ; BMAA 100 µM n = 7). Les différences statistiques sont indiquées : *p < 0,05 en utilisant le test de Mann-
Whitney. 

 



110 
 

 

Figure 51 :  Microscopie à fluorescence de la population de neuroblastes ayant migrés à partir des neurosphères sur matrigel. La 
comparaison globale de la migration entre le contrôle et le traitement BMAA 100μM est indiquée à la magnification × 10 et × 
20. Cellules totales DAPI en migration ; marqueur spécifique DCX des neuroblastes ; image compilées du marquage DAPI et DCX 
(A). Nombre de cellules ayant migrées déterminé par les noyaux colorés au DAPI+ ; pourcentage de neuroblastes ayant migré, 
calculé par les cellules colorées DCX + et la distance de migration des neuroblastes de la neurosphère mesurée à partir du bord 
des neurosphères au centre des noyaux colorés DAPI + des neuroblastes (B). Pour chaque condition, n=12. Les valeurs sont 
normalisées et représentent la moyenne ± SEM. La différence statistique par rapport au témoin est indiquée par * p < 0,05 en 
utilisant le test de Mann-Whitney. 
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e) Effets de l'exposition aux BMAA sur l'état inflammatoire des cellules B1 et des astrocytes 

Les NSCs peuvent contribuer à modérer la neuro-inflammation, principalement induite par des cellules 

immunocompétentes telles que les astrocytes et la microglie. Nous avons donc évalué l'effet de la BMAA 

sur l'état inflammatoire des cellules B1 et des astrocytes par cytométrie de flux. La coloration ACSA2 a 

été utilisée pour marquer les types de cellules B1 et astrocytes. Nous n'avons pas été en mesure de 

distinguer ces types de cellules. CD86 est utilisé comme marqueur d’activation de l'état pro-

inflammatoire et le récepteur de mannose CD206 comme marqueur des cellules anti-inflammatoires. 

La BMAA n'a pas affecté la population de cellules B1 et d'astrocytes (Figure 52). Les cellules ACSA2+ 

présentaient une expression plus élevée de CD86, le phénotype de surface marqueur de l'état pro-

inflammatoire, et une expression moindre de CD206, le marqueur de l'état anti-inflammatoire. Pour 

illustrer l'équilibre entre le statut pro-inflammatoire et anti-inflammatoire, nous avons représenté le 

rapport CD86/CD206 (327). Après une semaine de traitement, celui-ci est augmenté de façon 

significative ce qui suggère que les cellules ACSA2+ sont dans un état pro-inflammatoire (Figure 52). 

 

f) Effets de l'exposition à la BMAA sur l'état inflammatoire des cellules microgliales 

Notre modèle de culture primaire in vitro a également l'avantage de contenir une population de cellules 

microgliales. Ces cellules sont particulièrement importantes pour la neuro-inflammation mais aussi pour 

l'homéostasie de la SVZ (295). En effet, les cellules microgliales ont un rôle clé dans la différenciation 

des cellules souches neurales (267,268). L’activation des cellules microgliales a donc été évalué suite à 

une exposition chronique de BMAA par cytométrie de flux.  Les marquages CD11b et CD45 ont été 

utilisées pour définir les cellules microgliales et les anticorps dirigés contre CD86 et CD206 ont été 

utilisées pour déterminer leur état d'activation. Des images représentatives sont présentées et indique 

qu’un traitement à la BMAA n'a pas affecté la fréquence des cellules microgliales dans la culture des 

NSCs de la SVZ (Figure 52). Les cellules microgliales ont également montré une plus forte expression de 

CD86 et une moindre expression de CD206 ; le rapport CD86/CD206 a augmenté de manière drastique 

après une semaine de traitement par BMAA à 100µM, suggérant que les cellules microgliales étaient 

également dans un état pro-inflammatoire (Figure 52). 
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Figure 52 : Effets de la BMAA sur le statut d'activation des cellules ACSA2+ et microgliales au sein d’une culture de cellules souches 
neurales (NSCs) en différenciation. Les populations cellulaires et l'état d'activation ont été déterminés par cytométrie de flux. Un 
premier gating a d'abord été créée sur les populations sans débris, excluant les événements SSC/FSC très faibles ; les cellules 
sont ensuite gatées sur les cellules individuelles et sélectionnées par le Live/Dead (A). Les astrocytes et les cellules B1 ont été 
sélectionnés comme étant positifs à l'ACSA2 ; l'état d'activation a été déterminé par les marquages CD86 et CD206 (B). Analyse 
quantitative de la population de cellules ACSA2 + et du rapport entre les cellules CD86 + et les cellules CD206 + après traitement 
par BMAA (100 µM) par rapport aux témoins non traités (C). Les cellules microgliales sont définies comme CD11bhigh et 
CD45low/medium ; l'état d'activation a été déterminé par le marquage CD86 et CD206 (D). Analyse quantitative de la population 
de cellules microgliales et du rapport entre les cellules CD86+ et les cellules CD206+ après traitement par BMAA (100 µM) par 
rapport aux contrôles non traités (E). Les valeurs sont normalisées et représentent la moyenne ± SEM (CTRL n = 13 ; BMAA 100 
µM n = 9). Les différences statistiques par rapport au contrôle sont indiquées : * ** p < 0,001 ; * ** * p < 0,0001 en utilisant le 
test de Mann-Whitney. 
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g) La BMAA induit une forme amiboïde des cellules microgliales 

Compte tenu de l'état pro-inflammatoire suggéré des cellules microgliales exposées à la BMAA en 

cytométrie en flux, la morphologie de ces cellules a été étudiée par immunocytochimie. Des images 

représentatives de cellules microgliales Iba1+ sont visibles (Figure 53). En effet, Zanier et al. ont montré 

que la microglie activée pouvait être caractérisée par sa forme, notamment en termes d’aire, de 

périmètre, de solidité et de circularité (328). Une microglie à l’état activé, dans sa forme phagocytaire, 

aura tendance à adopter une forme plus petite, avec peu ou pas de ramification, et arborera ainsi une 

circularité plus importe qu’une cellule microgliale à l’état de surveillance. Nous montrons ici que 

l'exposition à la BMAA entraîne des modifications morphologiques des cellules microgliales. En effet, les 

résultats ont révélé une diminution de plus de 20% de la surface et du périmètre par rapport au contrôle, 

indiquant que les cellules microgliales étaient plus petites dans les conditions BMAA (Figure 53). 

L'augmentation significative des paramètres de solidité et de circularité indique une plus grande 

proportion de microglies en forme amiboïde après l'exposition à la BMAA par rapport aux témoins. Ainsi, 

les microglies exposées à la BMAA semblent être perturbées par la BMAA et arborer un état plutôt pro-

inflammatoire.  

 

Figure 53 : Effets de la BMAA sur la morphologie des cellules microgliales au sein d’une culture de cellules souches neurales (NSCs) 
en différentiation. La morphologie cellulaire a été déterminée par immunocytochimie ; photographie microscopique 
représentative du marquage Iba1 pour visualiser la microglie ; barre d'échelle = 20µm (A). Analyse quantitative de la 
morphologie des cellules microgliales à l'aide du logiciel Image-J. Chaque boxplot résume la mesure de chaque cellule microgliale 
dans une condition expérimentale ; la surface, le périmètre, la solidité et la circularité ont été analysés après traitement par 
BMAA (100µM) par rapport aux contrôles non traités (B).  Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (CTRL n = 44 ; BMAA 100 
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µM n = 102). Les différences statistiques par rapport au contrôle sont indiquées :  *** p < 0,001 ; **** p < 0,0001 en utilisant 
le test de Mann-Whitney. 

h) L'exposition au BMAA déclenche la libération de cytokines pro-inflammatoires 

Notre modèle de culture cellulaire dérivé des NSC SVZ nous permet d'étudier les interactions entre les 

populations cellulaires, telles que les astrocytes et la microglie, qui peuvent conduire à la libération de 

médiateurs de la neuro-inflammation. Ayant observés les cellules immuno-compétentes du SNC en état 

pro-inflammatoire, nous avons évalué l'effet de la BMAA cette fois sur la libération de cytokines pro-

inflammatoires, telles que l'IL-1β, l'IL-6 et le TNFα, qui sont considérés comme les trois médiateurs 

majeurs de la neuro-inflammation. L'analyse multiplex a montré que l'exposition au BMAA à 100 µM 

pendant une semaine, induisait une augmentation de la libération d'IL-1β, de l’IL-6 et de TNFα dans le 

surnageant (Figure 54). Pour chaque cytokine, l'augmentation était environ double. Ainsi, l'exposition à 

la cyanotoxine BMAA a déclenché une libération de cytokines pro-inflammatoires dans la culture des 

NSC SVZ. 

 

Figure 54 : Effets de la BMAA sur la libération de cytokines pro-inflammatoires au sein d’une culture de cellules souches neurales 
(NSCs) en différentiation. Les niveaux de cytokines IL-1β, IL-6, TNFα libérées dans le surnageant après une semaine de culture en 
absence ou en présence de BMAA (100µM) ont été mesurés par multiplex. Pour le contrôle positif, les cellules ont été traitées 
pendant quatre heures avec 100ng/mL de LPS. Les valeurs représentent la moyenne ± SEM. IL-1β : CTRL n = 4 ; BMAA 100µM 
n=4 ; LPS n=3. IL-6 : CTRL n = 7 ; BMAA 100µM n = 9 ; LPS n = 5. TNFα : CTRL n = 7 ; BMAA 100µM n = 9 ; LPS n = 8. Les différences 
statistiques par rapport au contrôle sont indiquées :  * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 en utilisant le test de Mann-Whitney. 

 

i) L'exposition à la BMAA ne modifie pas les phospho-kinases appartenant à la voie Akt/GSK3 β 

Les effets de la BMAA sur la culture primaire des cellules neurogliales peuvent être liés à des 

changements au niveau protéomique des voies moléculaires associées aux effets inflammatoires et/ou 

à la différenciation cellulaire. À cet égard, nous nous sommes intéressé notamment à la voie GSK3, 

impliquée notamment dans les tauopathies.  Nous avons détecté avec succès Akt (S473), Akt (T308), β-

Caténine, GSK-3α/ β (S21/S9), GSK-3α (S9), HSP27 (S78/S82), STAT3 (S727), STAT5a/b (Y699), WNK-1 

(Y426). Pour chacun d'entre eux, nous n'avons pas observé de différences significatives induites par le 

traitement à la BMAA dans notre modèle de cultures primaires en 2D (Figure 55).  
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Figure 55 : Evaluation des niveaux de phospho-kinase après une semaine de traitement sur culture de cellules souches neurales 
(NSCs) avec 100µM de BMAA en cours de différenciation. Photographiess du kit phospho-array (A). La quantification du signal 
moyen (densité de pixels) a été normalisée avec un contrôle positif et analysée parmi les échantillons (B). Les valeurs 
représentent la moyenne ± SEM. Les différences statistiques par rapport au contrôle ont été évaluées à l'aide du test multiple 
de Mann-Whitney. 

 

 

C. Discussion et conclusions  
Le développement du système nerveux central nécessite un équilibre orchestré de manière complexe 

entre la prolifération des cellules souches neurales multipotentes, la différenciation en types cellulaires 

appropriés et la migration ultérieure de ces cellules. Au cours du développement du SNC, la 

prolifération, la migration et la différenciation cellulaires sont très sensibles à l'exposition 

environnementale (329). Une légère perturbation de ces processus neurodéveloppementaux peut 

entraîner des altérations du cerveau et pourrait avoir des effets à long terme sur les neuropathologies 

adultes (330). Nos modèles de culture nous permettent d'évaluer l'impact de toxines telles que la BMAA 

sur les premiers stades de la neurogenèse. De plus, avons pu évaluer le rôle de l'exposition précoce aux 

toxines sur les neuropathies impliquant une composante environnementale. En raison de la présence à 
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la fois d'astrocytes et de cellules microgliales, qui sont les cellules immunocompétentes, nous avons été 

en mesure d'évaluer la neuro-inflammation. 

Nous avons montré que la toxine BMAA augmente la capacité de prolifération des cellules 

indifférenciées issues de la culture des NSCs dérivées de la SVZ après une semaine d'exposition. Ce 

phénomène s'accompagne d'une diminution des cellules B1 et d'une augmentation de la population de 

cellules C. Sur modèle de neurosphère, nous avons observé une diminution de la taille des 

neurosphères, ainsi qu’une viabilité moins importante suite à un traitement à la BMAA pendant une 

semaine à 100µM. Dans le système nerveux, le maintien d'une certaine proportion de chaque 

population est une condition préalable au maintien d'une structure et d'une fonction normales. La SVZ 

héberge les NSCs et représente le principal site de neurogenèse primaire et secondaire (331). Dans 

l'autre niche neurogénique, l'exposition à 100 µM de BMAA a inhibé la différenciation des NSCs en 

astrocytes, neurones et oligodendrocytes dans le gyrus denté de l'hippocampe (17). Notre étude, mise 

en relation avec la littérature préexistante, suggère que les effets de la BMAA peuvent différer en 

fonction de la zone cérébrale et donc du type de cellules (102). En effet, Pierozan et Karlsson ont 

rapporté que l'exposition à la BMAA réduisait la prolifération des cellules souches neurales striatales 

(102) et ils ont également montré une augmentation du pourcentage de cellules indifférenciées dans 

l'hippocampe (17)Ces données ont confirmé une spécification régionale des NSCs comprenant un 

contrôle moléculaire distinct, des modes de division cellulaire et une sensibilité aux substances toxiques 

(332). Cela peut notamment expliquer les différences obtenues entre le modèle 2D, en monocouche de 

cellule et celui d’organoïde cérébral où l’organisation des différents types cellulaire n’est en rien 

comparable aux modèles 2D. En effet dans le modèle 3D les communications cellulaires sont bien plus 

accrues, pouvant engendrer des effets différents des cultures conventionnelles ; également, ceux-ci 

seraient plus représentatifs de l’in vivo (317). Considérant que les perturbations au cours de la 

neurogenèse pourraient entraîner des effets à long terme tels que des maladies neurodégénératives 

(235,333) l’hypothèse selon laquelle la BMAA pourrait agir comme une toxine neurodéveloppementale 

et favoriser l'apparition de troubles neurologiques plus tard dans la vie semble renforcée. 

De plus, la BMAA agit également sur la migration des neuroblastes chez les rongeurs. Les neuroblastes, 

qui sont des précurseurs neuronaux, migrent vers le bulbe olfactif pour devenir des interneurones 

locaux matures chez la souris. In vivo, cette migration se produit à travers la paroi latérale du ventricule 

latéral, où les précurseurs forment des réseaux spécifiques organisés en chaînes jusqu'à ce qu'ils 

atteignent le bulbe olfactif (238). Ici, nous mettons en évidence pour la première fois que la BMAA 

modifie ce processus ; d’une part, au sein des cultures 2D, l'organisation des neuroblastes est modifiée : 

on reporte une augmentation du nombre de clusters. D’autre part, au sein des cultures 3D, on reporte 
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une augmentation des neurones immatures qui migrent. La désorganisation des neuroblastes a déjà été 

observé en réponse à une atteinte du SNC (334). Ces regroupements peuvent correspondre in vivo à 

une perturbation de la migration comme précédemment démontré au laboratoire pour un pesticide, 

analogue structural du glutamate (197). Les mécanismes conduisant à ces altérations impliquent le 

caractère analogue d'acide aminé de ces composés, qui présente de plus le caractère analogue d'un 

neurotransmetteur dans les deux cas. Le glutamate, un acide aminé neurotransmetteur, joue un rôle 

crucial dans la migration des cellules précurseurs neuronales de la SVZ vers le bulbe olfactif (240) La 

toxine BMAA est définie comme un analogue d'acide aminé et est un agoniste des récepteurs 

métabotropiques du glutamate (mGluR) (228). Par ailleurs, il est fortement envisageable que la BMAA 

pourrait affecter la migration des neuroblastes en s'incorporant mal dans les protéines, en tant que 

substitut d'acide aminé (335). De plus, la BMAA peut interférer avec la signalisation du glutamate et 

donc avec les fonctions de la SVZ. En effet, di Giorgi et al. ont mis en évidence l'expression des 

récepteurs mGlu dans les NSCs ((336). Une telle altération de l'organisation des neuroblastes a été 

rapportée dans des pathologies telles que les troubles du spectre autistique (TSA) et la maladie 

d'Alzheimer (337). Nos résultats confortent ici aussi que la BMAA pourrait conduire à une neurogenèse 

anormale et agir comme une toxine neurodéveloppementale. Cependant, des observations in vivo sont 

nécessaires pour établir un lien entre l'exposition précoce à la BMAA et les neuropathologies tardives ; 

celles-ci sont actuellement conduites au laboratoire.  

Il est important de considérer que la neuro-inflammation peut perturber les processus de neuro-

développement. Il a déjà été décrit que l'inflammation peut perturber la migration et l'organisation des 

neuroblastes (338–340). Au cours du développement, l’existence de phénomènes neuro-

inflammatoires anormaux entraînent une plus grande incidence des troubles neurodéveloppementaux, 

tels que les TSA, la schizophrénie et l'épilepsie (341). Ici, nous avons montré que 100µM de BMAA 

conduit les astrocytes et la microglie vers un statut pro-inflammatoire dans les NSCs dérivées de la SVZ. 

L'expression du récepteur au mannose/CD206 est une caractéristique des cellules immunocompétentes 

anti-inflammatoires, tandis que le récepteur CD86 caractérise le statut d'activation pro-inflammatoire 

(111). Nous rapportons ici un ratio CD86/CD206 plus élevé chez les cellules immunocompétentes 

représentées par les astrocytes et la microglie après une exposition à la BMAA. Nous avons émis 

l'hypothèse que la BMAA pourrait également affecter la migration des neuroblastes indirectement, via 

ses effets sur les processus neuro-inflammatoires.  

Au cours des processus neuro-inflammatoires, l'activité physiologique de la microglie est modifiée (342). 

Au repos, la microglie surveille son microenvironnement grâce à des processus mobiles et à des 

ramifications (343). Nous rapportons également des modifications morphologiques telles que la 

morphologie amiboïde (ou sphérique), caractéristiques d'un statut d'activation pro-inflammatoire Les 

microglies activées in vitro et in vivo dans les amiboïdes interagissent étroitement avec les NSCs 
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résidentes des niches neurogéniques distinctes. La microglie activée a des effets différents sur la 

prolifération, la migration et la différenciation des NSCs (264). En tant que contrôle positif, l'exposition 

aiguë au LPS a montré la capacité de notre culture cellulaire à libérer des cytokines pro-inflammatoires. 

Nos données montrent une augmentation de la libération des cytokines pro-inflammatoires IL-1ꞵ, IL-6 

et TNFα à la suite d'une exposition chronique à la BMAA, ce qui suggère que la neuro-inflammation 

perturbera l'homéostasie cellulaire. Parmi ces substances, le TNFα est connu pour favoriser la survie des 

cellules souches neurales et ainsi modéliser la réparation après une inflammation (344). De fait, les NSCs 

sont connues pour proliférer dans un contexte inflammatoire afin d'inhiber l'inflammation (345,346). 

Nous avons montré que la BMAA favorise la prolifération des cellules Nestin+ dans la culture des NSCs 

primaires. Par conséquent, nous pourrions supposer que cette prolifération de cellules indifférenciées 

pourrait être due au processus inflammatoire via le TNFα afin de réduire l'inflammation. 

Silva et al. rapportent que l'exposition à la BMAA a entraîné une augmentation des protéines TLR4 et 

TLR3, ainsi qu'une transcription accrue de NLRP3 et de pro-IL-1β dans les neurones corticaux. Cet effet 

d'augmentation de l'exposition à la BMAA est à la base de l'hypothèse selon laquelle la BMAA induit une 

neuro-inflammation (347). Par ailleurs, en tant qu'analogue du glutamate, la BMAA peut agir en tant 

qu’agoniste et activer les mGluR qui sont exprimés dans les astrocytes et la microglie (228). Il est 

intéressant de noter que l'activation du mGluR5 atténue de manière significative l'activation des cellules 

immunocompétentes et réduit la réponse induite par le LPS (348,349) Considérant que les formes 

carbamylées de la BMAA sont des analogues du glutamate, nous étudierons l'effet de la BMAA dans un 

contexte pro-inflammatoire ultérieurement.  

En conclusion, cette première étude, centrée uniquement sur les effets de la cyanotoxine BMAA montre 

cette molécule analogue d’acide aminé perturbe les processus neuro-inflammatoires. Cette toxicité se 

caractérise également par un effet sur les processus neurodéveloppementaux affectant 

potentiellement les populations et les fonctions dérivées de la SVZ. Nous avons également mis en 

évidence que la BMAA conduit les astrocytes et plus radicalement les cellules de la microglie à un statut 

pro-inflammatoire. Les effets pro-inflammatoires de la BMAA constituent l'une des premières étapes 

de la cascade de toxicité de la BMAA et entraînent les pertes neuronales observées dans les 

neuropathologies associées à cette cyanotoxine. En effet, notre étude montre que la BMAA perturbe la 

neuro-inflammation dans notre modèle de culture de cellules souches neurales. Des expérimentations 

sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d’action de la BMAA et les cibles moléculaires 

associés sont nécessaires, les premières explorations effectuées s’étant révélées infructueuses. 

D’autres facteurs environnementaux pourraient expliquer l’apparition de cas sporadiques. Afin de 

comprendre précisément l'étiologie des maladies neurologiques sporadiques induites par des polluants, 

une attention particulière sera donnée à la notion de l’exposome. En effet, en raison du changement 
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climatique et de l'anthropisation de l'environnement, les proliférations de cyanobactéries deviennent 

plus fréquentes et la présence de BMAA augmente donc dans le monde entier (25,350,351). 
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Etude n°2. Etude comparative des effets des toxiques seuls ou en mélange (MIX) sur les 

populations de cellules issues de la niche neurogénique SVZ et investigation de leurs 

effets neuro-inflammatoires 

 

A. Contexte de l’étude  

Le nombre de maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson 

ou la sclérose latérale amyotrophique (SLA) n'a cessé d'augmenter dans le monde au cours de ces 

dernières années. Si l’augmentation de l’espérance de vie participe à ce constat, des causes 

extrinsèques au vieillissement de la population sont à envisager.  La présence de toxiques dans 

l’environnement tels que les pesticides (néonicotinoïdes, organophosphorés) pourrait participer au 

développement de maladie neurodégénérative telles que les maladies d'Alzheimer et de Parkinson. De 

plus en plus d'études questionnent l’origine sporadique de ces pathologies, démontrant que ces 

maladies sont le résultat d'une combinaison de facteurs génétiques et environnementaux (352). Les 

mécanismes par lesquels les facteurs génétiques et environnementaux peuvent interagir et favoriser 

l’apparition de troubles neurologiques font aujourd’hui l’objet de nombreuses recherches en 

épigénétique.  

Par ailleurs, la neuro-inflammation apparaît comme un processus biologique majeur de déstabilisation 

homéostatique affectant le risque, l'apparition et la progression des maladies neurodégénératives. Les 

prédispositions génétiques peuvent contribuer à des réponses pro-inflammatoires exacerbées par des 

agressions environnementales telles que l’exposition aux pesticides (353). Celles-ci peuvent moduler la 

réponse inflammatoire et ainsi empêcher une réponse physiologique normale, adaptée aux stimuli. Les 

polluants environnementaux étudiés au cours de cette thèse sont par ailleurs des analogues d’acides 

aminés et peuvent interagir avec les récepteurs au glutamate (104,173,200).  

Il a été démontré que les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR), et plus précisément les 

mGluR5 (mGluR5) sont impliqués dans l'activation de la microglie induite par le LPS (349). Il a également 

été démontré au sein de la littérature que les mGluR5 peuvent également être exprimés de façon 

transitoire par les astrocytes ainsi que par les cellules souches neurales où ils sont notamment impliqués 

dans la prolifération et la différenciation de ces progéniteurs (354).  Une activation des mGluR5 par des 

agonistes sélectifs tels que le (RS)-2-chloro-5-hydroxyphénylglycine (CHPG) réduit de manière 

significative l'activation microgliale en réponse au lipopolysaccharide (LPS). Cet effet anti-inflammatoire 

s’est notamment caractérisé par la réduction de la production d’oxyde nitrique (NO), de ROS, et  de la 

libération de cytokines pro-inflammatoires (349). Ces composés peuvent se retrouver ensemble dans 

l’environnement puisque la prolifération des microalgues et cyanobactéries productrices de BMAA est 

favorisée par la présence de ces herbicides (355). 
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Les maladies neurodégénératives sont susceptibles d’avoir des origines qui prennent racine tôt dans la 

période du neurodéveloppement (322). Cette période, notamment caractérisée par des processus 

accrus de neurogenèse, est une période critique et particulièrement sensible à l'exposition aux 

substances toxiques. Une perturbation au cours de cette période peut donc altérer le développement 

des structures neuronales et/ou entraîner des conséquences néfastes à court et à long terme (323,324).  

La littérature actuelle a d’ores et déjà identifié la BMAA, le glufosinate d’ammonium et le glyphosate 

comme substance neurotoxique. Concernant la BMAA, des études ont identifié que les cellules souches 

issues de la niche neurogénique hippocampique avait une sensibilité plus importante à cette 

cyanotoxine que les neurones primaires. Cette sensibilité se caractérise notamment par l’induction de 

phénomène apoptotique et une perturbation importante de la différenciation des cellules souches 

(17,102,121).   A l’heure actuelle, si les mécanismes de neurotoxicité font encore l’objet de débat au 

sein de la communauté scientifique, il semble communément admis que la BMAA peut être mal 

incorporée au sein des structures protéiques, à la place de la L-sérine, dans les organismes (100,356). 

Concernant le glufosinate d’ammonium, il a été clairement démontré au laboratoire que l’exposition au 

GLA altérait la neurogenèse adulte in vivo au niveau de la SVZ (197). De plus, il a aussi été montré in 

vitro, et dès 3µM, il a été démontré que non seulement le GLA mais également son métabolite 

possèdent une activité neurotoxique notamment en modifiant les populations différenciées issues des 

cellules souches neurales, perturbait l’épithélium épendymaire dans la zone sous-ventriculaire (SVZ) 

(200) et induisait un stress oxydatif. La littérature scientifique est moins riche concernant l’existence 

(ou l’absence) des effets du glyphosate sur les phénomènes de neurogenèse à faible 

dose/concentration. Néanmoins, Masood et al. (170) rapportent qu’à des concentrations autorisées de 

glyphosate par les autorités de protection de l’environnement dans l’eau potable, le GLY réduit de 

manière significative la migration cellulaire et la différenciation des NSCs. Ces conclusions se basent sur 

une régulation à la baisse des niveaux d'expression des gènes de la β -tubuline III neuronale et de la 

S100β astrocytaire. L'expression du gène cytoprotecteur CYP1A1 a été régulée à la baisse, tandis que 

l'expression du gène indicateur de stress oxydatif SOD1 a été régulé à la hausse. Leurs résultats semblent 

indiquer que non seulement les concentrations admissibles de glyphosate dans l'eau de boisson sont 

capables de perturber la neurogenèse secondaire mais également que le GLY, à cette concentration 

peut sensibiliser l’organisme à une atteinte ultérieure.  

Il existe assez peu d’études qui se sont intéressées aux effets de ces molécules (BMAA, GLA et GLY) sur 

les processus neuro-inflammatoires, sur des modèles de culture primaire à faible concentration. Sur 

lignée cellulaire SH-SY5Y (neuroblastome) le glyphosate (à 5mM) et son métabolite l’AMPA (10mM) 

induisent un stress oxydatif important ainsi qu’une régulation à la hausse de l’IL-6 (357). Sur culture 

primaire de neurones corticaux, à 3mM, la BMAA est susceptible d’activer les TLR4 et TLR3, induisant la 
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translocation de p65 NF-κB dans le noyau et activant la transcription de NLRP3 et de pro-IL-1β, 

supposant une interaction avec les phénomènes neuro-inflammatoires (347). 

Nous avons étudié ici l'impact d’une exposition chronique à la BMAA (100µM), de glyphosate (GLY, 

30µM), de glufosinate d’ammonium (GLA, 3µM) seules ou en mélange. Ces concentrations sont 

considérées comme faibles par la littérature scientifique. Les traitements ont été réalisés pendant la 

différenciation cellulaire, sur culture primaire de NSCs isolées à partir de la SVZ.  Après avoir vérifié 

l’absence d’effet des traitements sur la viabilité cellulaire, nous avons caractérisé les populations 

cellulaires après une semaine de différenciation. Pour analyser les aspects neuro-inflammatoires, nous 

avons étudié l'état d'activation des cellules immunocompétentes, les astrocytes et les cellules 

microgliales ainsi que libération de cytokines pro-inflammatoires induites par les toxiques seuls ou en 

combinaison. Compte-tenu de leur structure moléculaire, analogue d’acides aminés, nous avons 

également cherché à déterminer si ceux-ci interféraient avec la réponse inflammatoire induite par le 

LPS. L’essentiel de cette étude s’est effectuée sur un modèle en deux dimensions en monocouche de 

cellule (2D) et une partie, exploratoire, a été effectuée sur modèle organoïde cérébral, les 

neurosphères, baptisées également « mini-cerveaux » du fait de leur capacité à s’auto-organiser. Ce 

modèle serait plus proche des conditions réelles d’exposition in vivo (317). 

 

 

Figure 56 : Protocole expérimental pour l'évaluation des effets de 100µM BMAA ou 30µM Glyphosate (GLY) ou 3µM de glufosinate 
d'ammonium (GLA) ou une combinaison des trois (MIX) au sein des cultures de NSCs en différenciation. Des NSCs primaires 
murines in vitro ont été isolées de SVZ au jour 0. Après 7 jours dans des conditions prolifératives, les cellules ont été repiquées 
et maintenues dans le même milieu. Les cellules ont ensuite été traitées tous les deux jours avec les toxiques en même temps 
que le changement de milieu, permettant la différenciation cellulaire. Après une semaine de traitement, correspondant à trois 
traitements, la viabilité cellulaire a été évaluée par test MTT et les populations cellulaires et le statut d'activation ont été définis 
par cytométrie en flux et la libération de cytokines a été évaluée par test Multiplex. 
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B. Résultats  

a) Absence d’effet des polluants sur la viabilité cellulaire  

Nous avons tout d'abord cherché à déterminer si les toxiques d’intérêt possédaient un effet sur la 

viabilité des NSCs en différenciation. Les cellules ont donc été traitées à la BMAA à 100µM, au 

glufosinate d’ammonium à 3µM (GLA), au glyphosate à 30µM (GLY) seuls ou en combinaison (MIX). Les 

cellules ont été traitées pendant une semaine, à chaque changement de milieu, c’est-à-dire 3 fois 

(Figure 56, protocole). Ces concentrations ont été choisi en accord avec nos travaux précédents sur le 

GLA et la BMAA et se basent également sur littérature scientifique. Basée sur celles-ci, elles sont 

considérées comme faibles.  

La viabilité a été évaluée via le test de viabilité au MTT. Celui-ci se base sur l’activité d’une enzyme 

mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Après une semaine de traitement, aucun des trois 

composés seuls ou en combinaison n’a pas affecté la viabilité cellulaire (Figure 57). Ces concentrations 

ont été conservées pour les investigations ultérieures.  
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Figure 57 : Effets de 100µM de BMAA ou de 30µM de glyphosate (GLY) ou de 3µM de glufosinate d'ammonium (GLA) ou d'une 
combinaison des trois (MIX) sur la viabilité cellulaire au sein de culture de cellules souches neurales (NSCs) en différenciation. La 
viabilité cellulaire a été déterminée à l'aide du test MTT après une semaine de traitement avec des substances toxiques. CTRL 
n = 56 ; BMAA n = 47 ; GLA n = 48; GLY n=47 ; MIX n=48 à partir de trois expériences indépendantes. Les valeurs sont normalisées 
et représentent la moyenne ± SEM. Les différences statistiques ont été évaluées à l'aide du test de Kruskal-Wallis. 
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b) L'exposition aux toxiques seuls ou en combinaison ne semble pas affecter la différenciation cellulaire 

des NSCs   

Par cytométrie en flux, nous avons cherché à caractériser les populations de cellules B1, de cellules C et 

d’astrocytes à l’aide des marqueurs Nestin et ACSA2 (astrocyte cell surface antigen-2) (Figure 58A). 

Ainsi, les cellules B1 furent doublement marquées par l’anticorps dirigé contre la protéine Nestin et 

ACSA2 (astrocyte cell surface antigen-2).  Les cellules C n'étaient marquées que par la Nestin et les 

astrocytes possédaient uniquement le marquage ACSA2.  

Dans un premier temps, le marquage Live/Dead n’a pas montré de différence significative pour 

l’ensemble des traitements (Figure 58B). Ensuite, lorsque l’on analyse les populations de cellules B1, 

celles-ci ne semblent être affectées ni par les molécules seules, ni par la combinaison de la toxine avec 

les herbicides GLA et GLY (Figure 58C). Concernant la population de cellules C, nous n’observons pas de 

différences significatives bien qu’une tendance à la hausse soit présente après une semaine de 

traitement au MIX. La population astrocytaire ne semble pas non plus être affectée par les traitements. 

Si l’on s’intéresse aux cellules doubles négatives, c’est-à-dire celles qui ne sont ni marquées par ACSA2 

ni par Nestine on observe une tendance à la hausse induite par le MIX. Cette hausse pourrait être dû à 

une prolifération des cellules microgliale.  
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Figure 58 : Effets de 100µM de BMAA ou de 30µM de glyphosate (GLY) ou de 3µM de glufosinate d'ammonium (GLA) ou d'une combinaison des trois (MIX) sur la viabilité cellulaire au sein de culture de 
cellules souches neurales (NSCs) sur la différenciation cellulaire. Les populations cellulaires ont été déterminées par cytométrie en flux ; marquage pour la détermination des populations cel lulaires 
de cellules B1, C et astrocytes (A). Un gating a été créé sur les populations de cellules de façon à exclure les débris cellulaires, c’est-à-dire les événements SSC/FSC très faibles. Les cellules non 
individualisées et mortes avec le marquage Live/Dead furent également exclues; quantification suite aux traitements (B). Les populations ont ensuite été déterminées selon les marquages Nestin et 
ACSA2 ; quantification de B1, C et astrocytes et cellules doubles négatives (C). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM, normalisée. CTRL n=27, BMAA n=19, GLA n=9, GLY n=11, MIX n=12. Les 
différences statistiques par rapport au contrôle ont été atteintes à l'aide du test de Kruskal-Wallis. 
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Figure 59 : Effets de 100µM de BMAA ou de 30µM de Glyphosate (GLY) ou de 3µM de glufosinate d'ammonium (GLA) ou d'une combinaison des trois (MIX) sur le statut d'activation des cellules ACSA2+ 
(B1 et astrocytes) et des cellules microgliales. Les populations cellulaires et le statut d'activation ont été déterminés par cytométrie de flux. Un premier gating a d'abord été créé sur les populations 
cellulaire en excluant les événements SSC/FSC très faibles ; les cellules sont ensuite gatées sur les cellules individuelles et vivantes, sélectionnées par la coloration Live/Dead. Les astrocytes et les 
cellules B1 ont été sélectionnés comme étant positifs à ACSA2 ; l'état d'activation a été déterminé à l’aide des marqueurs CD206 et de CD86 ; analyse quantitative de la population de cellules ACSA2 
+ et du rapport des cellules CD206 + sur les cellules CD86 + après le traitement par rapport aux témoins non traités (A). Les cellules microgliales ont été classées en CD11bhigh et CD45low/medium ; l'état 
d'activation a été déterminé via le marquage de CD86 et CD206 ; analyse quantitative de la population de cellules microgliales et du rapport des cellules CD206 + sur les cellules CD86 + après le 
traitement (B). Les valeurs sont normalisées et représentent la moyenne ± SEM (CTRL n = 29 ; BMAA n = 9 ; GLA n = 9 ; GLY n = 10 ; MIX n = 10 ; LPS n = 13). Les différences statistiques, en comparaison 
au contrôle, sont indiquées : * p < 0,05 ; ** p < 0,001 ; *** p < 0,001 ; **** p < 0,0001 en utilisant le test de Kruskal-Wallis. 

 

A 

B 
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c) Effets de l'exposition aux toxiques sur les populations de cellules immunocompétentes et leur l'état 

d’activation  

- Effet sur les cellules ACSA2+ : les cellules B1 et les astrocytes. 

Les NSCs peuvent contribuer à amortir la neuro-inflammation, qui est principalement induite par 

l’activation des astrocytes et de la microglie. Nous avons donc évalué l'effet des molécules seules et en 

mélanges sur les populations de cellules positives au marqueur ACSA2, c’est-à-dire les cellules B1 et les 

astrocytes. Distinguer les cellules B1 et les cellules C aurait demandé un marquage supplémentaire 

nestin, intracellulaire, que nous n’avons pas été en mesure de faire ici. La BMAA et le GLY n’ont pas 

affecté la population de cellules ACSA2 positive. Par contre, le GLA a légèrement baissé cette population 

(d’environ 5%) (Figure 59A). Le MIX n’induit pas de différence de nombre de cellules ACSA2+. Puisque 

l’on s’intéressait au statut inflammatoire, les cellules ont également été marquées avec CD86, marqueur 

de l'état pro-inflammatoire et avec le récepteur de mannose CD206, marqueur d’une activation plutôt 

orientée anti-inflammatoires. Nous avons représenté le ratio CD206/CD86 pour illustrer la balance entre 

deux des états potentiels d’activation. Nos résultats témoignent qu’une semaine de traitement à la 

BMAA oriente les cellules ACSA2+ dans un état pro-inflammatoire (ratio inférieur au contrôle, ce qui a 

été déjà démontré dans l’étude précédente), que le GLA et le GLY sont sans effet inflammatoire 

apparent sur les cellules B1 et les astrocytes. Enfin, le MIX n’a pas non plus montré d’effet. En 

conclusion, nous avons noté l’état pro-inflammatoire de la BMAA sur les cellules ACSA2+. Les herbicides 

ne semblent pas avoir d’effet sur l’activation de ces populations cellulaires ; la combinaison des trois 

molécules (MIX) ne semble pas avoir d’effet synergique.  

- Effet sur les cellules microgliales. 

Notre modèle de culture primaire in vitro contient une population de cellules microgliale non 

négligeable qui avoisine les 10%. Dans un premier temps et suite à une semaine de traitement au GLA, 

on observe une augmentation de la population microgliale d’environ 10% ; en présence du MIX, celle-

ci est d’environ 12%. La BMAA et le GLY n’ont pas d’effet sur le nombre de cellules CD11Bhigh et 

CD45low/medium (Figure 59B). Le LPS, qui induit une stimulation pro-inflammatoire réduit le nombre de 

cellules microgliales (Figure 59B). Concernant le statut inflammatoire, la BMAA possède ici aussi un effet 

pro-inflammatoire qui a déjà été discuté. Le GLA induit une activation des cellules microgliale plutôt 

orientée anti-inflammatoire. Le GLY ne semble pas avoir d’effet sur l’état d’activation des cellules 

microgliale. De façon très intéressante, nous n’observons pas de déséquilibre du ratio CD206/CD86 suite 

à une semaine de traitement au MIX.  
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d) Effets d’une semaine d’exposition aux toxiques seuls ou suivis d’une exposition au LPS sur la réponse 

pro-inflammatoire  

Notre modèle de culture cellulaire dérivé des NSCs de la SVZ nous permet d'étudier les interactions 

entre les populations cellulaires, telles que les astrocytes et la microglie, qui peuvent conduire à la 

libération de médiateurs de la neuro-inflammation. Dans un premier temps, nous nous sommes 

attachés à déterminer les conséquences d’une exposition chronique (1 semaine) sur la libération des 

trois cytokines clés de la neuro-inflammation : l'IL-1β, l’IL-6 et le TNFα dans le surnageant. L'analyse 

multiplex a montré que le glufosinate baissait l’état basal de libération de l’IL-6, produite 

majoritairement par les astrocytes ; l’effet du GLA est similaire sur la libération de TNFα (Figure 60A). 

Le même effet s’observe après une semaine de traitement au MIX. Le GLY ne semble pas avoir un effet 

sur la libération des étudiées ici (Figure 60A).  

Dans un second temps, nous avons étudié les conséquences d’une pré-exposition aux toxiques sur la 

réponse pro-inflammatoire induite par le LPS. Pour IL-1β, les deux herbicides (GLY et GLA) inhibent la 

réponse physiologique des cellules au LPS ; un effet similaire s’observe avec le MIX (Figure 60B). Pour 

IL-6, la BMAA et le GLA interfèrent avec la réponse au LPS en diminuant également la libération de cette 

cytokine pro-inflammatoire dans le surnageants. Un effet similaire s’observe avec le MIX. Le GLY n’a pas 

d’effet, en comparaison à la condition contrôle, sur la libération d’IL-6. Concernant le TNFα, on observe 

– de la même façon que pour l’IL-6 – une diminution de la réponse au LPS lorsque les cellules ont été 

pré-traitées chroniquement à la BMAA, au GLA, et au cocktail de composé (MIX). Fait intéressant, le GLY 

n’altère pas la réponse au LPS de façon significative (Figure 60B). En conclusion, si on se base sur la 

libération de l’IL-1β, la BMAA n’a pas modifié la réponse microgliale au stimuli pro-inflammatoire ; la 

forme pro-, intracellulaire reste à investiguée. Le GLA semble altérer la réponse pro-inflammatoire 

physiologique microgliale (médiée par l’IL-1β), astrocytaire (médiée par IL-6), et affecte également la 

production de TNFα, qui est produite notamment par les NSCs. Le GLY interfère uniquement sur la 

libération d’IL-1β. Sur la base de la libération de l’IL-1β, les deux herbicides modulent la réponse pro-

inflammatoire microgliale.  
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Figure 60 : Effets de 100µM de BMAA ou de 30µM de Glyphosate (GLY) ou de 3µM de glufosinate d'ammonium (GLA) ou d'une 
combinaison des trois (MIX) sur la libération de cytokines pro-inflammatoires. Les niveaux de libération des cytokines IL-1β, IL-6, 
TNFα dans le surnageant ont été mesurés par ELISA. Après une semaine de traitement, pour IL-1β : CTRL n=4, BMAA n=5, GLA 
n=4, GLY n=4, MIX n=5 ; pour IL-6 : CTRL n=9, BMAA n=9, GLA n=4, GLY n=4, MIX n=5 ; pour TNFα : CTRL n=9, BMAA n=9, GLA 
n=4, GLY n=4, MIX n=5 (A). Après une semaine de traitement suivi de 4h de stimulation pro-inflammatoire bactérienne (LPS à 
100ng/mL), pour IL-1β : CTRL n=8, BMAA n=13, GLA n=3, GLY n=3, MIX n=3 ; pour IL-6 : CTRL n=11, BMAA n=13, GLA n=3, GLY 
n=3, MIX n=3 ; pour le TNFα : CTRL n=11, BMAA n=13, GLA n=3, GLY n=3, MIX n=3 (B). Les valeurs représentent la moyenne 

± SEM, normalisées. Les différences statistiques par rapport au contrôle ont été recherchées à l'aide du test de Kruskal-Wallis. 

 

e) Effets du cocktail de composés (MIX) sur modèle 3D : effets sur la croissance et la viabilité cellulaire   

Nous nous sommes intéressés aux effets du cocktail de composés (MIX) sur les neurosphères, qui sont 

des organoïdes cérébraux. Dans un premier temps, nous avons étudié la croissance des neurosphères 

(Figure 61A). Tout au long du traitement, on s’aperçoit que les neurosphères ayant été exposés au MIX 

possèdent une taille plus importante que dans la condition contrôle. Cette taille plus importe est 

corrélée à une viabilité cellulaire « supérieure » à la condition contrôle. Il peut s’agir d’une prolifération 

accrue induite par le traitement au MIX ou encore d’une diminution des phénomènes apoptotiques. 
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Figure 61 :  Observations et mesures des neurosphères après une semaine de traitement au cocktail de polluants (MIX). 
Photographie d’une neurosphère au microscope à contraste de phase (A). Suivi pendant une semaine de la taille (aire) des 
neurosphères ; n > 6 (B). Mesure au MTT de la viabilité cellulaire après une semaine de traitement au MIX ; n > 30 (C). Les 
différences statistiques ont été recherchées en utilisant le test de Mann-Whitney. 

 

h) Effets du cocktail de composés (MIX) sur modèle 3D : effets sur la différenciation cellulaire 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux conséquences d’une exposition au MIX sur 

les populations de cellules positives aux marquages ACSA2/GFAP. Ces deux marquages ciblent les 

populations de cellules B1 et les astrocytes, qui sont différenciés à partir des cellules C. Par cytométrie 

en flux, nous avons observé une diminution des populations positives à ACSA2. Ces différences n’étaient 

pas observables au sein des culture 2D. Lorsque l’on a étudié l’expression des gènes Nestin (cellules B1 

et C) et GFAP on observait également une diminution de l’expression (Figure 62). Il est important de 

noter que les gènes Nestin et GFAP ne sont pas uniquement impliqués dans la différenciation cellulaire. 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux populations de cellules microgliales. Nous 

avons observé une prolifération de ces cellules (+25%). Cette prolifération était également observée 

dans les modèles 2D mais dans des proportions moindres (15% environ). Par RT-qPCR, nous observons 
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une uprégulation de Itgam (Integrin alpha M) qui est exprimé spécifiquement par les cellules 

microgliale. Itgam apparaît à partir de E9.5 chez les rongeurs (358). On observe aussi la présence du 

marqueur Tmem119 qui est exprimé in vivo par les cellules microgliale à partir de P10 chez la souris 

(359). Aucune différence n’a été observée pour ce marqueur (Figure 62).  

 

 

Figure 62 : Etude des populations ACSA2+/GFAP+ et des populations de cellules microgliale suite à un traitement d’une semaine 
au cocktail de composés (MIX). Etude en cytométrie en flux des populations positives au marqueur ACSA2 et GFAP, les cellules 
B1 et les astrocytes suite aux traitements ; CTRL n=11 MIX n=11 (A). Quantification par RT-qPCR de l’expression des gènes GFAP 
(cellules B1 et astrocytes) et Nestin (cellules B1 et C) après traitement ; CTRL n=6 MIX n=8 (B).  Etude en cytométrie en flux des 
populations de cellules microgliales, marquées par CD11B et CD45 suite aux traitements ; CTRL n=12 MIX n=11 (C). 
Quantification par RT-qPCR de l’expression des gènes Itgam et Tmem119 après traitement ; CTRL n=6 MIX n=8 (D). Les valeurs, 
normalisées, représentent la moyenne ± SEM. Les différences statistiques ont été recherchées en utilisant le test de Mann-
Whitney.  

 

i) Effets du cocktail de composés (MIX) sur modèle 3D : effets sur la production et la libération de 

cytokines 

Nous nous sommes intéressés aux conséquences d’une exposition au MIX sur la production et la 

libération de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNFα. Cette analyse a été faite en multiplex. 

L’exposition au MIX n’a pas modifié la concentration d’IL-6 au sein des lysats cellulaires ainsi que des 

surnageants. En revanche, une exposition au MIX a augmenté la libération de TNFα dans le milieu mais 

nous n’avons pas observé une production supérieure au sein des lysats (Figure 63).  
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Figure 63 : Effets du cocktail de polluants (MIX) sur la libération de cytokines et pro-inflammatoires. Niveaux de libération de l’IL-
6 (à gauche), du TNFα (à droite). Pour IL-6: CTRL n=9, MIX n=11 (lysats) ; CTRL n=8, MIX n=9 (surnageants) ; TNFα: CTRL n=5, 
MIX n=7 (lysats) ; CTRL n=5, MIX n=7 (surnageants). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM, normalisées. Les différences 
statistiques ont été recherchées en utilisant le test de Kruskal-Wallis. 

 

j) Effets du cocktail de composés (MIX) sur modèle 3D : effets sur l’expression de Nfκb, Stat3 et Il-6 

Afin d’affiner nos données sur la neuro-inflammation induite, nous nous sommes intéressés aux 

conséquences d’une exposition au MIX sur l’expression de gènes impliqués notamment dans ces 

phénomènes neuro-inflammatoires à savoir Nfκb, Stat3 et l’Il-6. Pour ces trois gènes d’intérêts nous 

avons mesuré une baisse d’expression d’environ 40% (Figure 64).  
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Figure 64 :  Effets du cocktail de polluants (MIX) sur l’expression de Nfκb, Stat3, Il-6. Niveaux d’expression après une semaine de 
traitement ; CTRL n=6 ; MIX n=8. Les valeurs représentent la moyenne ± SEM, normalisées. Les différences statistiques ont été  
recherchées en utilisant le test de Mann-Whitney.  

 

C. Discussions et conclusions 

L’objectif de cette étude fut d’étudier in vitro les effets neurotoxiques et neuro-inflammatoires de trois 

molécules : la BMAA, le glyphosate et le glufosinate d’ammonium. Ces trois polluants, naturels ou 

anthropiques sont structurellement analogues d’acides aminés. De façon isolées ou combinées, nous 

avons étudié ces molécules à faibles concentrations sur des modèles in vitro en 2D (monocouche de 



133 
 

culture) ou 3D (organoïdes cérébraux). Concernant les effets individuels de la BMAA ceux-ci furent 

davantage explorés en amont lors de la précédente étude ; de ce fait, la discussion sera ici consacrée 

aux effets du cocktail de composés et aux effets individuels des herbicides.  

A des concentrations non cytotoxiques, nous avons dans un premier temps pu identifier que ni les 

molécules seules ni la combinaison de celles-ci ne semblait avoir d’effet sur la différenciation cellulaire 

des cellules souches neurales ; en effet, par cytométrie en flux nous ne constatons pas de différence 

pour les proportions des cellules B1 et C. Néanmoins, nous observons une tendance – non significative 

– à une augmentation des cellules doubles négatives : c’est-à-dire qui ne sont ni positives au marqueur 

Nestin (cellules B1 et cellules C) ni positive à ACSA2 qui cible les cellules B1 ainsi que les astrocytes.  Les 

types cellulaires qui peuvent être impliqués ici sont les cellules précurseurs d’oligodendrocytes (OPC), 

les neuroblastes, ainsi que les cellules microgliales.  

Les cellules microgliales sont, avec les astrocytes, les principales cellules immunitaires du cerveau. 

Celles-ci sont en mesure de répondre aux modifications de l'environnement cellulaire. Cette réponse 

débute par une activation de ces deux types cellulaires. Leur activation peut se manifester par des 

changements dans la morphologie, la prolifération et la migration de ces populations (360). Une neuro-

inflammation peut in fine se caractériser par la sécrétion de cytokines inflammatoires et de facteurs 

trophiques. Pour autant, un état pro-inflammatoire n’est pas synonyme de neurotoxicité de la même 

façon qu’un état anti-inflammatoire n’est pas synonyme d’effets neuroprotecteurs. L’analyse des effets 

neuro-inflammatoires doit considérer le contexte cellulaire ainsi que l’équilibre entre les médiateurs de 

cette inflammation.  

Par cytométrie en flux, nous pouvons souligner certains paramètres qui indiquent que les polluants 

interagissent avec les cellules immunocompétentes du SNC. Concernant les cellules microgliale, nous 

constatons que ces cellules prolifèrent en présence de glufosinate d’ammonium ainsi que suite à 

l’exposition au cocktail de composés ; cet effet n’a pas été observé en réponse à une exposition à la 

BMAA ou au glyphosate. De façon intéressante cette induction de prolifération par les polluants ne 

semble pas être reliée à des effets pro-inflammatoires. Le glufosinate d’ammonium semble polariser les 

cellules microgliale en état anti-inflammatoire et le MIX ne semble pas modifier la polarisation, en 

comparaison au contrôle. Cela semble indiquer que les molécules étudiées ici peuvent avoir des cibles 

communes en terme de signalisation cellulaire. La présence des herbicides glyphosate et glufosinate 

d’ammonium modifie la réponse immunitaire pro-inflammatoire induite par la BMAA au sein du MIX, 

indiquant une interaction des composés entre eux.  Concernant les astrocytes, cette population semble 

légèrement affectée par une exposition au glufosinate d’ammonium et seule la BMAA modifie le statut 

inflammatoire.  
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L’activation des cellules immuno-compétentes du SNC se caractérise également par un impact sur la 

libération de médiateurs de l’inflammation. Par des études de multiplex, nous avons mesuré la 

libération de l’IL-1β – principalement émise par les cellules microgliale –, la libération de l’IL-6 

majoritairement astrocytaire ainsi que le relargage de TNFα. Nos résultats montrent que les polluants 

anthropiques et naturels n’induisent pas une libération excessive des cytokines pro-inflammatoires. 

Concernant l’IL-1β aucun des composés seuls ou en mélange n’augmente sa concentration dans les 

surnageants de culture. Ce qui doit être souligné ici c’est que le MIX réduit l’émission basale de l’IL-6 ; 

seule une tendance fut observée en présence du glufosinate d’ammonium. Concernant le TNFα on 

observe trois effets différents avec les trois molécules. Pour la BMAA, l’effet observé est plutôt pro-

inflammatoire ; le GLA réduit l’émission basale ; le GLY est sans effet et la combinaison des trois 

composés suit le profil du GLA.  

En tant qu’analogue aux récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluRs), ces trois composés 

peuvent agir en tant qu’agoniste (partiel ou non) ou antagoniste (174,200,228). Les mGluR suscitent 

beaucoup d’intérêt dans le domaine de la neuro-inflammation. Actuellement, à notre connaissance, 

aucune donnée de la littérature ne fait état d’interaction de ses composés avec la réponse physiologique 

au LPS. Dans notre étude, lorsque l’exposition chronique fut suivie d’un court challenge inflammatoire 

au LPS, nos résultats suggèrent une modulation négative de l'activation inflammatoire par les polluants. 

De façon intéressante le glyphosate module uniquement le relargage de l’IL-1β, microgliale.  Alors que 

ces molécules sont considérées par ailleurs comme pro-inflammatoires sur d’autres modèles, 

notamment animaux, nos résultats identifient davantage ces molécules comme perturbateurs de la 

réponse neuro-inflammatoires.  

Décrites pour la première fois par Reynolds et ses collaborateurs en 1992, les neurosphères sont un 

modèle d'étude du développement neurologique dans la santé et la maladie. Multicellulaires et 

hétérogènes, les neurosphères permettent une différenciation cellulaire accrue, en comparaison des 

modèles 2D, des populations de celles progénitrices/immatures. L'un des avantages de l'utilisation de 

neurosphères 3D par rapport à la culture cellulaire 2D classique est une meilleure représentation de 

l'architecture du cerveau (317). Ainsi, l’exposition n’est pas tout à fait identique aux cultures 2D ; sur 

une culture en monocouche, du fait de l’organisation plane, l’ensemble des cellules reçoivent le polluant 

présent dans le milieu de culture. En revanche, sur une culture de cellules en 3D il est probable que 

seules les cellules en périphérie soient directement en contact avec la substance ; des effets indirects 

peuvent avoir lieu du fait de la mise en place de communication cellulaire accrue. Dans cette étude 

exploratoire, on remarque que l’exposition au MIX engendre une concentration plus importante du 

TNFα dans le surnageant – traduisant une libération –, mais pas de sa concentration intracellulaire. Dans 

l’étude précédente, nous avons pu remarquer que les astrocytes arboraient la périphérie des sphères 
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tandis que les cellule souches étaient davantage au cœur de celle-ci. La communication intercellulaire 

pourrait engendrer une libération du TNFα, consistant un mécanisme de défense, par les cellules en 

réponse à l’exposition aux toxiques (361). En comparaison à la condition contrôle, nous avons aussi 

remarqué qu’une exposition au MIX réduisait l’expression de gènes liés de Nfκb, Stat3, Il-6. Ces résultats 

sur modèle neurosphères sont préliminaires mais semblent aussi indiquer que les molécules présentes 

sous forme de cocktail interagissent avec les voies de signalisation cellulaire liées à la neuro-

inflammation. En effet, ces gènes sont notamment impliqués dans les voies de signalisation cellulaire 

impliquant les TLR, récepteurs clés au sein des processus neuro-inflammatoires (362). 

Au sein du SNC, les mGluR ne sont pas les seuls récepteurs impliqués dans les phénomènes neuro-

inflammatoires. Entre autres, nous pouvons citer les récepteurs NLR (Nod-like receptors), exprimés par 

les cellules gliales tels que NLRP1, NLRP3 et NLRC4. Ces récepteurs forment des complexes 

multiprotéiques appelés inflammasomes, qui jouent un rôle clé dans la régulation de la réponse 

inflammatoire et de la production de cytokines (363). Dans l’état actuel de la littérature, il n’existe pas 

d’étude ayant démontré une absence ou une présence d’interaction entre les herbicides et les NLR. En 

revanche, concernant les récepteurs TLR (Toll Like receptor) dans le SNC, qui sont chargés de détecter 

les signaux inflammatoires, pour mettre en place les mécanismes de défense Silva et al. ont rapporté 

que la BMAA augmente les niveaux de TLR3 et TLR4 au sein des neurones corticaux (347). Il n'y a pas 

d’étude qui mette en avant une activation directe des TLR par le glyphosate (162). Il n’y a pas non plus 

de données concernant l’implication du glufosinate dans l’expression des TLR, néanmoins nous avons 

démontré au laboratoire que le glufosinate d’ammonium pouvait augmenter in vitro et au sein de 

modèle de culture identique les niveaux de ROS (Feat-Vetel et al., en préparation).   

En conclusion, les trois polluants étudiés ici ne semblent pas avoir d’effet synergique concernant les 

paramètres étudiés ici. L’effet majeur que nous observons est une prolifération des cellules microgliales 

en présence du cocktail de polluant (en 2D et 3D) ; cet effet fut également observé suite à l’exposition 

par le glufosinate d’ammonium. Nous avons également observé la faculté du glufosinate d’ammonium 

et de la BMAA à activer les cellules immunocompétentes du SNC (avec une polarisation différente). Les 

trois molécules étudiées ici sont capables d’interagir avec la réponse physiologique normale induite par 

le LPS. Les mêmes expositions furent réalisées au sein d’un autre modèle de culture, contenant 

uniquement des astrocytes et des cellules microgliales ; les mêmes effets inhibiteurs furent observés 

après une semaine d’exposition, mais absentes après 24h d’exposition (données non montrées).  

Cela étant, malgré leur analogie structurale d’acide aminés, les trois polluants peuvent ne pas agir sur 

les mêmes cibles cellulaires / moléculaires. L’étude des voies de signalisation impliquant les mGluR5 

doit être approfondie ; en effet, le blocage de ces récepteurs par des antagonistes spécifiques a permis 
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de restaurer le même phénotype contrôle suite à un traitement à la BMAA (17) ainsi qu’au glufosinate 

d’ammonium (200). La littérature existante fait état de rôles essentiels des mGluR5 dans la protection 

contre la neuro-inflammation, qui, lorsqu'elle est perturbée, peut contribuer à l’apparition de 

pathologie telles que les maladies neurodégénératives dont la MP et la MA (83,349). Au sein des études 

toxicologiques, il est important de se rapprocher au plus possible de la notion d’exposome. L’apparition 

des maladies neurodégénératives est souvent liée à des facteurs prédisposants, tels que des facteurs 

environnementaux, qui peuvent induire une sensibilisation des cellules du SNC pendant son 

développement. De nombreux troubles neuropsychiatriques seraient liés à des effets de sensibilisation 

gliale, selon laquelle une exposition ultérieure déclencherait l’apparition de neuropathologies. En effet, 

le développement du SNC nécessite un équilibre précis et orchestré de manière complexe entre la 

prolifération des cellules souches neurales multipotentes et les cellules différenciées. Une légère 

perturbation de ces processus neurodéveloppementaux, telles qu’une exposition à des facteurs 

environnementaux neurotoxiques, peut entraîner des altérations du cerveau et pourrait avoir des effets 

à long terme sur le développement de neuropathologies adultes (330). 
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Discussion 
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I) Contexte économique et écologique 

L’utilisation de produits chimiques dans l’agriculture conventionnelle soulève des interrogations et 

inquiétudes depuis plusieurs décennies. Le recours à ces composés, tels que les néonicotinoïdes et les 

organophosphorés, peuvent avoir des répercussions à de nombreuses échelles. Ces conséquences 

peuvent avoir des répercussions directes sur la santé humaine, notamment en raison de la non 

sélectivité des produits utilisés, ou indirectes en raison de leur impact sur l’environnement.  

Les polluants d’origine anthropique étudiés ici sont le glyphosate et le glufosinate d’ammonium. En 

raison des effets sur la santé humaine, l’utilisation du glufosinate est interdite depuis 2017 en France. 

Concernant le glyphosate, en janvier 2019, la loi française sur l'agriculture et l'alimentation, connue sous 

le nom de loi "EGalim", a été adoptée. Celle-ci prévoyait une interdiction de l'utilisation du glyphosate 

en France d'ici 2023. Il est important de prendre en considération que la réglementation française 

diffère de la réglementation européenne ; ainsi un pesticide peut être interdit en France mais 

néanmoins être présent dans notre alimentation. 

Certaines substances actives peinent à être interdites, car elles répondent à des questions 

économiques. En effet, selon le conseil des droits de l’homme des Nations unies, le marché des 

pesticides pèse 47 milliards d’euros par an. Les multinationales (Bayer/Monsanto, Syngenta) bénéficiant 

de ces revenus véhiculent la croyance que le retrait des pesticides au sein de l’agriculture mènerait à 

une famine mondiale, du fait de baisse de rendements considérables.  Or, le Centre de coopération 

internationale en recherche agronomique pour le développement (CIRAD), identifie que les cultures 

consommatrices de pesticides sont principalement consacrées à l’huile de palme ainsi qu’au soja. Ces 

cultures sont massivement responsables de la déforestation et ne visent pas directement à nourrir les 

populations vulnérables afin de réduire la famine au sein des pays défavorisés. Concrètement il 

semblerait que l’arrêt des pesticides conduise à une diversification globale de l’alimentation et à une 

réduction des produits carnés. Ainsi, l’argument de l’augmentation de la population mondiale ne semble 

pas être satisfaisant pour justifier la poursuite de l’utilisation de ces composés chimiques.  

L’utilisation des herbicides a en effet dommageable considérable pour l’environnement : persistance 

dans les sols, effets néfastes sur les insectes pollinisateurs, contamination des réseaux trophiques… 

Cette contamination des réseaux trophiques a notamment des effets « silencieux ». Par exemple, les 

pesticides et principalement les insecticides, sont susceptibles d’agir sur la santé des oiseaux, du fait de 

leur régime alimentaire insectivore. Ils peuvent causer des dommages sur leur foie, l’encéphale, et vont 

également être responsables de la fragilisation de la coquille des œufs qui peut se rompre lors de la 

couvaison (364,365). Les pesticides dérèglent également les hormones thyroïdiennes, indispensables 

au vol et à la migration des oiseaux, comme le coucou et l’hirondelle. Les hormones thyroïdiennes sont 
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essentielles pour la prise de poids et le maintien de la masse musculaire (366–368). Ainsi, à cause de 

l’interférence des pesticides, les oiseaux voient leur navigation aérienne altérée. On parle d’effets 

silencieux car, comme l’a souligné Grégoire Loïs au sein du podcast « pour que nature vive » du Musée 

National d’Histoire Naturelle (MNHN), les rues ne sont pas jonchées de cadavres d’oiseau ; ce sont 

(aussi) les populations d’oiseaux qui ne se renouvellent pas. La publication, en 1962, de l’ouvrage « Silent 

Spring » de Rachel Carson a participé à rendre public l’effondrement de la biodiversité. Ce titre a été 

inspiré d’un poème de John Keats, La Belle Dame sans merci, dans lequel figure les lignes « The sedge is 

wither'd from the lake, And no birds sing » ; ce qui signifie en français : « La laîche [plante vivace] est 

fanée près du lac, et nul oiseau ne chante. ». L’auteure considère que ces substances chimiques 

devraient être renommées « biocides » car, de façon indirecte ou directe, elles portent atteintes à 

l’ensemble de la biosphère, jusqu’aux « super-prédateurs ».  Les super-prédateurs (apex predator en 

écologie) sont des prédateurs qui occupent les niveaux trophiques les plus élevés. De ce fait, ils sont 

représentatifs de l’état de santé du milieu car ils sont exposés aux contaminants sur une longue durée 

de vie notamment via leur alimentation. Certains produits chimiques sont susceptibles de se 

bioaccumuler dans l’organisme et ainsi de se bioamplifier à des concentrations élevées dans la chaîne 

alimentaire. Le déclin des populations de grands prédateurs a été l'un des impacts les plus alarmants de 

la pollution chimique et a poussé les pouvoirs publics à adopter des traités visant à réduire cette 

pollution (EC, (2020)1). En effet, la persistance et la bioaccumulation des produits chimiques peuvent 

entraîner une exposition chronique à des niveaux élevés et imprévisibles. Ainsi, un certain nombre de 

cadres réglementaires traitent spécifiquement de la bioaccumulation chez les prédateurs supérieurs, 

comme la Convention de Stockholm où sont évalués les polluants selon leurs pouvoirs persistants, 

bioaccumulables et toxiques (EC (2000)2). 

L’espèce humaine est considérée comme super-prédatrice ; celle-ci peut donc non seulement être 

exposée de façon aiguë aux pesticides, comme lors de cas d’empoisonnement involontaire ou 

volontaire mais également de façon chronique. Cela peut être le cas pour les populations d’agriculteurs 

dans les milieux ruraux, les populations voisines qui sont exposés par voies aériennes, ou les 

consommateurs des produits traités qui y sont exposés par la voie orale. En toxicologie et 

pharmacologie les voies d’expositions sont des paramètres importants à considérer. Le cerveau, 

composant du SNC, est l’un des organes pouvant être ciblé par les pesticides. Certaines substances 

                                                             
1 EC 2020 : European Commission (EC) - Chemicals Strategy for Sustainability - Towards a Toxic-Free Environment 

Communicaton from the Commission to the European Parliament, the Council, the European Economic and Social Committee 

and the Committee of the Regions 2020).   

2 EC2000: EC (2000) Directive 2000/60/EC of the European Parliament and of the Council of 23 October 2000 establishing a 

framework for Community action in the field of water policy 2000. 
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peuvent avoir des effets néfastes en raison de leur capacité à traverser les barrières naturelles du corps 

humains, telles que la barrière hémato-encéphalique, ou la barrière placentaire ; ils peuvent ainsi être 

présents dans le liquide amniotique. C’est notamment le cas de la BMAA, qui est de plus capable de se 

bioaccumuler au sein des œufs d’oiseaux. Cela questionne sur l’effet de cette toxine sur le 

développement des oiseaux mais également sur la quantité des denrées alimentaires, produits animaux 

et végétaux, pouvant contenir la neurotoxine (106). 

 

II) Toxicité des analogues d’acides aminés : BMAA, Glyphosate et glufosinate d’ammonium 

Concernant la BMAA, l'un des questionnements majeurs concerne sa responsabilité avec certaines 

maladies neurodégénératives telles que le cas particulier d'ALS/PDC. Bien que de nombreuses 

observations aient confirmé son rôle potentiel, les doses et concentrations testées dans des modèles 

sélectionnés (in vivo et in vitro) ont été jugées, dans la plupart des cas, trop élevées par rapport aux 

valeurs réelles d'exposition environnementale.  A cet égard, plusieurs observations doivent être prises 

en compte tels que la bioamplification, les éventuels effets cocktails qui pourraient tenir compte des 

interactions additives ou synergiques ainsi que la période d’exposition de la BMAA, importante à 

considérer. Au sein de cette étude, il fut question de modéliser in vitro les effets in vivo induits par la 

BMAA, analogue de la sérine, en prenant en compte que sa présence était concomitante avec celle du 

glyphosate et du glufosinate d’ammonium. Lorsque le projet ANR a débuté, il n’existait aucune étude 

étudiant les éventuelles interactions des composés – la BMAA et les deux herbicides –  entre eux. En 

revanche, il était fortement suspecté que la BMAA pourrait être une neurotoxine du développement et 

que ses effets neurotoxiques pourraient tirer leur origine lors des processus de neurogenèse 

(17,102,195)  Les précédentes études menées au laboratoire avaient elles aussi identifiées le glufosinate 

d’ammonium comme toxique pour le développement du système nerveux central. Peu d’études ont 

cherché à étudier les effets du glyphosate sur les phénomènes de neurogenèse. Il a néanmoins été 

démontré qu’à de très faibles concentrations de glyphosate, équivalentes à celles autorisées dans l’eau 

« potable », la migration et la différenciation cellulaire des cellules souches neurales issues de la SVZ 

étaient perturbées (170).  

Les données du CEA recueillies par Justyne Feat-Vetel, Olivier Etienne et Thierry Kortulewsky de l’équipe 

de François Boussin ne soulignent pas d’effet synergique des composés entre eux. Aux doses étudiées, 

ils ont néanmoins confirmé que la fenêtre d’exposition (E15,5) était cruciale pour observer des effets 

néfastes, notamment sur la neurogenèse. Ils ont relevé une prolifération des cellules microgliales suite 

à une exposition au GLA, BMAA ainsi que le MIX (Figure 64). Au sein de nos modèles de culture (2D et 
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3D), nous observons également une prolifération des cellules microgliales avec le MIX, ainsi que le 

glufosinate, mais pas avec la toxine seule.  

 

 

Figure 65 : Augmentation du nombre de cellules microgliale chez les embryons de souris ayant été exposées aux molécules, seules 
ou en combinaison (Feat-Vetel et al., en préparation).  

 

Leurs immunohistochimies, réalisées sur des coupes de cerveau total chez les souriceaux exposés via 

leur mère, ont permis d’identifier que la BMAA engendrait un changement morphologique des cellules 

microgliales, qui deviennent amiboïdes comme nous avons pu l’observer in vitro. Nous n’avons pas 

évalué les modifications morphologiques des cellules « macrophage-like » résidentes du SNC in vitro 

mais l’équipe du CEA observe les mêmes altérations pour le glufosinate d’ammonium et le MIX  ; le 

glyphosate demeure sans effet pour ce paramètre (Figure 64). Ils ont également mesuré l’expression 

protéique des marqueurs CD86 et CD206, représentatifs de marqueurs pro-inflammatoires et anti-

inflammatoires. Concernant la BMAA les effets observés furent similaires aux nôtres in vitro : les cellules 

microgliales adoptaient un statut pro-inflammatoire chez la mère ainsi que chez l’embryon. Concernant 

les autres molécules, et leur combinaison, les tendances observées ont été également similaires aux 

nôtres mais le n demeure à être complété pour dresser des conclusions solides quant à la similarité des 

effets neuro-inflammatoires observés. Il doit cependant être relevé que l’utilisation du marqueur CD86 

en tant que marqueur pro-inflammatoire ne fait pas consensus au sein de la littérature ; certains auteurs 

le classent comme marqueur d’activation, sans lui attribuer de rôle pro- ou anti-inflammatoire ; cela 

étant la minocycline, antibiotique de la famille des cyclines, établit comme anti-inflammatoire, inhibe la 

polarisation de la microglie en état « M1 », c’est-à-dire pro-inflammatoire (369)   
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Figure 66 : Altération de la morphologie des cellules microgliales chez les embryons de souris ayant été exposées aux molécules 
seules ou en combinaison via leur mère. Quantification réalisée à partir d’immunocytochimie Iba1+. (Feat-Vetel et al., CEA, en 
préparation).   

 

L'excitotoxicité ainsi que l'inflammation seraient les principaux acteurs de la toxicité induite par la 

BMAA, via leur capacité à interagir avec les systèmes glutamatergiques (108,120,347,370). Ces deux 

phénomènes sont intrinsèquement liés puisque l'excitotoxicité du glutamate via les récepteurs NMDA 

est impliquée dans la neuro-inflammation dans certains modèles animaux de la MA (371). Nos résultats 

semblent aller dans ce sens puisque nous avons identifié la BMAA comme perturbant la réponse 

inflammatoire basale et physiologique en réponse au LPS. Un effet similaire fut observé en présence du 

glufosinate et du MIX. Le glyphosate semble quant à lui plus discret quant à son interaction avec les 

défenses inflammatoires au sein des cultures de cellules souches en différenciation. Il est intéressant 

de souligner que ces effets inhibiteurs furent observés uniquement après une semaine de traitement 

et non à 48h ou 96h, mettant ainsi en lumière l’importance de la chronicité du traitement. De plus, si 

nos résultats confirment ceux de Pierozan (17) visant à démontrer que la neurotoxine est toxique pour 

les cellules souches neurales, nous avons observé les mêmes effets lorsque nous avons répété le 

protocole uniquement sur les astrocytes et les cellules microgliales ; en effet nous observions une 

inhibition de la réponse pro-inflammatoire médiée par IL-6. Cela laisse sous-entendre que les effets 

toxiques de la BMAA ne résulteraient pas de l’interactions des cellules souches avec les cellules 

immunocompétentes. Nos résultats font échos avec ceux obtenus in vivo par Asma Oummadi. Ceux-ci 

montrent qu'une exposition inflammatoire asymptomatique (antérieure ou ultérieure) peut-être à 

l’origine d’effets observés, notamment moteurs, à long terme lorsqu'elle est associée à une exposition 

à de faibles doses de xénobiotiques, suggérant une interaction réelle, présente à l’échelle de 

l’organisme, entre les molécules analogues d’acides aminés et la réponse inflammatoire physiologique. 

De façon intéressante, il a été démontré que les mGluR de type I, regroupant notamment les mGluR5, 

dont nos molécules sont agonistes, pourraient avoir un lien avec la progression ou l'exagération de MND 

telles que la MP (372,373). L’une des pistes à explorer serait de vérifier l’absence des effets observés en 

présence de ces inhibiteurs afin de valider (ou d’infirmer) les voies de signalisation cellulaires 
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impliquées. L’étude de Pierozan met en avant que 100µM de BMAA sur une culture primaire de cellules 

du bulbe olfactif entraînait une perturbation du réseau neuritique ainsi qu’une une réduction de la 

viabilité cellulaire. L'antagoniste des récepteurs NMDA MK-801 et l'antagoniste des récepteurs 

métabotropiques du glutamate MCPG ont protégé contre les altérations induites par la BMAA, 

démontrant l'importance des mécanismes glutamatergiques. L'antagoniste des récepteurs 

ionotropiques non-NMDA CNQX a empêché la diminution de la viabilité cellulaire induite par la BMAA 

dans les cultures mixtes contenant à la fois des cellules neuronales et gliales, mais pas dans les cultures 

ne contenant que des neurones, ce qui suggère un rôle des interactions neuronales-gliales et des 

récepteurs AMPA gliaux dans la toxicité induite par la BMAA (Figure 66).  

 

Figure 67 : Altérations morphométriques induites par la BMAA dans les neurones primaires du bulbe olfactif de la souris. (A) 
Images représentatives de cellules exposées à la BMAA pendant 24h ou prétraitées et co-exposées à l'antagoniste NMDAR MK-
801, à l'antagoniste mGluR MCPG ou à l'antagoniste ionotropique non NMDAR CNQX. Les cultures de cellules primaires de 
souris ont été immunocolorées avec de l'anti-β III-tubuline (vert), de l'anti-OMP (rouge) et du DAPI (bleu). Des varicosités 
dendritiques sont présentes dans les neurones olfactifs traités avec 100 µM de BMAA (flèches). Les images ont été capturées 
avec un système d'analyse à haut contenu ImageXpress ; (B) Longueur des neurites ; (C) Processus dendritiques par cellule ; (D) 
les branches par cellule ; (E) la surface du corps cellulaire (17). 

 Dans notre étude des résultats préliminaires laissent supposer que différents mécanismes peuvent être 

en jeu. A l’heure actuelle, nous cherchons à déterminer si l’inhibition de la réponse pro-inflammatoire 
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induite par le LPS impliquerait les mGluR5.  Pour cela, les cellules ont été pré-traitées au MCPG avant 

de recevoir le traitement à la BMAA. Le n demeure à être renforcé, il semble que nous observions une 

restauration de la réponse concernant l’IL-6 ainsi que le TNFα. Concernant l’IL-1β, nous n’observions 

pas d’inhibition de la réponse au LPS (Figure 59, étude n°2) et l’inhibiteur ne semble pas avoir d’effet. A 

propos de l’IL-10, la BMAA semble réduire également la réponse au LPS et il semble que nous observions 

une restauration partielle de la réponse physiologique en présence de l’inhibiteur MCPG (Figure 67). La 

restauration partielle de la réponse induite au LPS peut être expliquée par l’implication d’autres 

récepteurs glutamatergiques.  
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Figure 68 : Mesure de la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNFα) et anti-inflammatoire (IL-10). 30min avant 
le traitement à la BMAA les cellules ont été pré-traitées avec l’inhibiteur MCPG. Mesure de la viabilité cellulaire (A). Evaluation 
de la réponse à l’IL-1β (B). Evaluation de la réponse à l’IL-6 (C). Evaluation de la réponse au TNFα (D). Evaluation de la réponse 
à l’IL-10 (E). 

La BMAA semble cibler des voies de signalisation cellulaire distinctes selon le type cellulaire étudié. Des 

études sont actuellement en cours pour comprendre les mécanismes sous-jacents à l’origine des effets 

de la BMAA. Un focus est fait sur les mGluR5, exprimés par les astrocytes, la microglie ainsi que les 

cellules souches neurales (374). Il est intéressant de noter qu’au sein de la niche neurogénique SVZ les 

cellules souches apparaissent comme la principale source de glutamate (375) . 

La neurogenèse secondaire est identifiée comme acteur de neuroplasticité, permettant au cerveau de 

s'adapter aux stimuli intrinsèques et extrinsèques. Ce processus n’est pas statique, mais soumis à une 
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régulation dynamique par divers signaux environnementaux physiologiques, pathologiques, 

extrinsèques et des stimuli pharmacologiques. Les facteurs de croissance, les neurotrophines, les 

cytokines et les hormones sont également des régulateurs majeurs de la neurogenèse adulte (376). De 

plus, les analogues du glutamate pouvaient inhiber la naissance de nouvelles cellules, tandis que les 

antagonistes du glutamate améliorent la division cellulaire (377). En revanche, la neuro-inflammation 

réduit la production de nouveaux neurones. Au cours de notre étude, nous avons observé des effets 

néfastes en présence de BMAA et de glufosinate d’ammonium. Considérant que le SNC se construit à 

partir d’un nombre réduit de NSCs, il doit être noté que même de légers effets peuvent engendrer 

d’importantes conséquences plus tard dans la vie de l’individu. Les atteintes neuro-développementales, 

telle qu’une neuro-inflammation non (ou mal) prise en charge par les cellules immunocompétentes du 

SNC peuvent en effet engendrer de lourdes conséquences. Parmi elles, on peut citer l’apparition de 

troubles du spectres autistiques (TSA), des épisodes schizophréniques, des troubles de la dépression, 

ou l’apparition de MDN plus tard dans la vie (378).  

 

 

Figure 69 : Effets de la BMAA sur les récepteurs NMDA et AMPA. La BMAA agit comme agoniste des récepteurs au glutamate 
sur les cellules gliales et neuronales (modifié et complété d’après (349)). 

 

Il existe d'autres preuves que les effets cellulaires de la BMAA peuvent être hérités post-mitotiques, ce 

qui suggère à nouveau qu'une exposition sub-excitotoxique unique peut être suffisante pour favoriser 

le développement d'une maladie neurologique sporadique (102). Les mécanismes épigénétiques sont 

essentiels dans différents processus biologiques et dans les interactions phénotype-environnement en 

réponse à différents facteurs de stress tels que les polluants. Ces mécanismes peuvent avoir des 

conséquences sur la plasticité phénotypique. En effet, la méthylation de l'ADN joue un rôle essentiel 

dans la régulation de la prolifération et de la différenciation des cellules souches neurales (379). Ces 

modifications deviennent héritables par mitose et, dans certains cas, par méiose, peuvent donc être 

transférées aux générations suivantes via la lignée germinale (380). De façon intéressante, Pierozan et 

al. (17) ont démontré que la BMAA baissait les niveaux globaux de méthylation de l’ADN des cellules 

souches neurales ; à notre connaissance, cela n’a pas encore été investigué concernant le glyphosate et 
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le glufosinate d’ammonium. Ainsi, la nature persistante des effets induits par la BMAA, et l’absence de 

résilience observée in vivo chez les individus ayant été exposés in utero peuvent être liés à des 

altérations épigénétiques qui interfèrent avec la programmation des cellules souches neurales 

(Oummadi et al., accepted). L’approche combinée des DOHaD (Developmental origin of health and 

disease) et de l’épigénétique permet de mieux appréhender la manière dont des prédispositions 

épigénétiques innées, issues de nos parents, peuvent jouer un rôle décisif dans la survenue de cas 

pathologiques sporadiques.  

Nos études concluent que les polluants, seuls ou en mélange, sont susceptibles de perturber 

l’homéostasie de la niche sous-ventriculaire SVZ puisqu’ils modifient les populations cellulaires et 

interagissent avec les cellules immunocompétentes de cellules issues de cette niche neurogénique. 

Néanmoins, nous devons prendre en considération qu’au sein de notre modèle de culture, nous ne 

représentons pas la barrière épendymaire, formée d’épendymocytes (cellules E) qui participent à la 

formation d’un microenvironnement neurogénique essentiel à la niche SVZ. A l’aide du Bleu Evans, nous 

nous sommes intéressés à évaluer la capacité des neurosphères à former une (sorte de) barrière 

cellulaire ; les résultats semblent aller dans ce sens puisque l’on observe une coloration du Blue Evans 

uniquement en périphérie de la neurosphère (Figure 69). Néanmoins pour pouvoir statuer quant à 

l’édification d’une couche protectrice extérieure des neurosphères nous devrions évaluer cela au FITC-

Dextran et répéter les expérimentations effectuées au préalable en ajoutant les cellules E à notre 

culture primaire. Les cellules E sont en étroite relation avec les cellules B1 ; elles secrètent notamment 

la protéine Noggin, qui est un antagoniste des facteurs tels que bone morphogen protein (BMP) 

induisant la différenciation neuronale des cellules B1 par le blocage des facteurs de la gliogenèse (381). 

D’autres voies de signalisation cellulaire pourraient être affectées par l’exposition aux polluant. La voie 

de signalisation Wnt est connue pour influencer de nombreux processus cellulaires ; la dérégulation de 

cette voie favorise par exemple le renouvellement des cellules souches cancéreuses, la prolifération et 

la différenciation cellulaire (382). Dans un contexte cellulaire sain et non-cancéreux, les voies de 

signalisation Wnt sont impliquées dans le neurodéveloppement, contrôlant la division cellulaire, la 

différenciation, la polarité, la migration et la synaptogenèse (383–385). Au sein de cellules de 

glioblastomes la BMAA uprégulerait la signalisation Wnt endogène ; ils ont en effet constaté que 4µM 

de BMAA augmentait la proportion de cellules « neuroblast-like » et augmentait l’expression de Myc, 

protéine clé de la voie Wnt. Cela appuie que la BMAA affecte les processus développementaux cruciaux 

(386). 
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Figure 70 : marquage d’une neurosphère au Bleu Evans. On remarque que les cellules en bordure ont incorporé le marquage et 
non pas les cellules au cœur de la neurosphère.  

 

III) Limites et intérêts du modèle in vitro 

Nous devons également porter notre attention sur le fait que la reproduction de la pathologie humaine 

est délicate à mettre en place. En effet, les effets des xénobiotiques peuvent différer selon les espèces 

modèles, les doses/concentrations ainsi que les voies d’exposition. Il paraît important de souligner que 

la neurogenèse secondaire de l’être humain diffère de celles des modèles murins utilisés ici. En effet, la 

destination finale des neurones dérivés de SVZ n’est pas strictement identique entre les souris et les 

humains. Chez la souris, la SVZ donne principalement des neurones destinés aux bulbes olfactifs ainsi 

que dans la zone environnante ; chez l’homme les processus de migrations sont moins importants, à la 

fois dirigé vers les bulbes et le striatum de façon également amoindrie (Figure 70).  

Puisque l’on s’intéresse aux effets des polluants anthropiques et naturels sur la neurogenèse 

secondaire, il serait pertinent de se pencher sur les modèles de cultures primaires issues d’organismes 

humains. Néanmoins, ces modèles requièrent l’utilisation de fœtus issus d’interruption volontaire de 

grossesse (IVG) et font naturellement l’objet de lourds processus éthiques. Il serait envisageable 

d’effectuer des co-cultures de cellules issues du commerce ; cela étant il faut garder à l’esprit que la 

modélisation des cellules primaires n’est souvent que partielle que ça soit dans l’expression de 

marqueurs de migration ou de production de médiateurs de l’inflammation. Une autre alternative serait 

l’utilisation des iPSC (induced Pluripotent Stem Cells) ; Ce sont des cellules souches pluripotentes 

générées à partir de cellules somatiques. De nouvelles lignées d’iPSC peuvent générées en continu par 

reprogrammation de quatre « facteurs Yamanaka », dont le laboratoire est à l’origine de l’utilisation de 

ces modèles qui sont : Oct3/4, Sox2, Klf4 et c-Myc au sein des cellules somatiques, ce qui permet une 

dédifférenciation en iPSC (387). Il faut néanmoins garder à l’esprit que certains facteurs utilisés pour 
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induire la pluripotence sont classifiés d’oncogènes : Klf4 ainsi que c-myc ; ces gènes entraînent la 

surexpression de gènes associés aux tumeurs au sein des iPSC (388). L’induction de la pluripotence sans 

ces deux oncogènes est possible mais est moins efficace (389)  

 

 

Figure 71 : Neurogenèse de la zone sous-ventriculaire (SVZ) dans le cerveau de la souris (à gauche) et de l'homme (à droite). Des 
sections sagittales (en haut) ou coronales (en bas) sont présentées pour illustrer comment les cellules souches neurales (NSCs) 
issues de la SVZ donnent naissance à des neuroblastes qui migrent le long du flux migratoire rostral (RMS) vers le bulbe olfactif 
(OB), puis se différencient en neurones matures (390) 

 

En prenant en compte l’ensemble de ces paramètres, l’utilisation de NSCs en 2D et plus particulièrement 

en 3D, issues de souriceaux nouveau-nés, apparaît comme étant l’une des meilleures alternatives.  Sous 

réserve de non-utilisation de sérums issus d’espèces animales, les modèles de culture sont sources 

d’intérêt pour remplacer l’utilisation des espèces animales à des fins scientifiques (règle des 3R). Les 

neurosphères, pouvant être conservées plusieurs mois, sont d’ores et déjà un outil pour étudier les 

MND, et notamment les tauopathies (391,392). Ce modèle n’est pas apte à remplacer les études in vivo 

mais il demeure plus relevant physiologiquement que les cultures en 2D, plus classiques (Figure 71).  
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Figure 72 : Modélisation des MND. (a) Modèles animaux. Modèles animaux génétiquement modifiés qui expriment des gènes 
liés aux MND. Les rongeurs et les primates non humains sont les deux modèles animaux les plus populaires pour l’étude des 
MND. (b) Systèmes de modèles 2D. Monoculture sur une boîte de pétri, co-culture ou tri-culture de cellules cérébrales ou inserts 
trans-puits utilisant des cellules primaires de patients humains ou des cellules souches neurales (c) Modèles d'organoïdes 
cérébraux et d'organes cérébraux sur puce. (d) Comparaison et évaluation des modèles animaux, des modèles 2D et des modèles 
d'organoïdes. -, aucun ; +, faible ; ++, moyen ; +++, élevé (392). 

 

Ces modèles 2D et 3D pourraient par exemple servir à la mise en place d’études d’Adverse Outcome 

Pathways, ou AOP (Figure 72). L’établissement de modèle AOP permet d’identifier la ou les séquences 

d'événements moléculaires et cellulaires clés nécessaires pour produire un effet toxique lorsqu'un 

organisme est exposé à une substance. La construction d'un AOP permet ainsi de mieux identifier les 

étapes d’un mécanisme de toxicité pouvant mener à la proposition de tests cellulaires ou biochimiques 

pour une toxicité ciblée.  

 

 

Figure 73 : Principe de l’étude d’AOP d’après le National Toxicology Program (U.S Department of Health and Human Services).  
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Conclusion 
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Les deux modèles de cultures que j’ai utilisés pendant cette thèse, à savoir les cultures en 2D 

(monocouche de cellules) et les organoïdes cérébraux, semblent être appropriés pour détecter les effets 

délétères pour la niche neurogénique SVZ et de façon plus large, le neurodéveloppement. Les cellules 

souches issues de ces modèles sont en mesure de s’auto-renouveler et de se différencier de façon 

proche à ce qui est observé in vivo. Selon les facteurs de croissance utilisés, elles ont la capacité de se 

différencier en cellules neurogliales. Ces modèles in vitro pourraient être envisagés avec des cellules 

humaines.  

Mes résultats montrent que le glufosinate d’ammonium, la BMAA et de façon moindre le glyphosate 

interagissent avec les processus neuro-inflammatoires. Cependant, il reste difficile de statuer 

définitivement sur leur activité « pro- » ou « anti- » inflammatoire visiblement dépendante du contexte 

cellulaire et probablement des voies TLR impliquées. Par exemple, en l’absence de stimulation 

inflammatoire seule la BMAA montre un statut d’activation pro-inflammatoire. De plus, les molécules 

testées sont structurellement susceptibles d’interagir avec les systèmes glutamatergiques eux-mêmes 

impliqués dans le contrôle de la réponse neuro-inflammatoire. Néanmoins, mis en combinaison, les 

molécules ne montrent pas d’effet synergique. C’est ce que montrent nos résultats in vitro et c’est 

également ce qui a été observé in vivo (Oummadi et al., accepted ; Feat-Vetel et al., en préparation). 

Ces données et celles de la littérature mettent en lumière la multitude de cibles possibles des molécules 

étudiées ici. Aussi, de nombreuses expérimentations restent à envisager pour identifier les cibles 

cellulaires et moléculaires des composés. Certaines questions demeurent en suspens. L’effet des 

molécules est-il lié aux contextes cellulaires et à ses complexes interactions ou plus particulièrement lié 

à la perturbation d’un type cellulaire particulier ? Quels seraient les effets des métabolites des 

molécules étudiées ? De plus, il semblerait que l’action de la BMAA ne soit pas spécifique d’un seul 

récepteur puisque l’utilisation d’antagonistes des NMDA, non-NMDA et des mGluR permettent 

d’inhiber les effets cellulaire (17). Est-ce que l’utilisation de concentrations inférieures à 100µM 

permettrait de caractériser des cibles plus spécifiques ?  

L’avantage des études in vitro est qu’elles permettent d’apprécier ce qui se passe à l’échelle cellulaire. 

En effet, les processus neurodéveloppementaux sont une période critique et particulièrement sensible 

à l'exposition aux toxiques. Les résultats obtenus pendant cette thèse montrent que les composés, seuls 

ou en combinaison, peuvent interagir avec certains paramètres neuro-inflammatoires et perturber 

l’homéostasie des cellules issues de la SVZ. Le glyphosate est la molécule dont les effets sont, aux 

paramètres étudiés, les plus discrets. Ces données sont à compléter avec des études in vivo pour 

déterminer si l’organisme est en mesure d’être résilient face à ces perturbations de l’homéostasie 

cellulaire ou si cela favorise l’apparition de neuropathologies.  L’ensemble des approches in vitro 
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développées au sein de cette thèse ont révélés des effets complexes, parfois discrets, soulignant la 

difficulté d’une caractérisation d’un effet « toxique » du fait de la diversité des molécules, des 

concentrations et des combinaisons possibles. Cela nous amène à nous questionner sur les facteurs 

environnementaux auxquels nous sommes exposés, actuels et à venir, et leurs potentiels impacts sur le 

neurodéveloppement, en particulier sur la neurogenèse secondaire et donc sur la plasticité cérébrale 

pouvant favoriser l’apparition des troubles neurologiques. Par ailleurs, mes évaluations ont été réalisés 

chez la souris et concernent les mammifères. Nous pourrions également nous questionner sur les effets 

des polluants sur les autres vertébrés en prenant en compte le potentiel de bioaccumulation des 

composés. Cela nous permettrait d’identifier les pressions de sélection ainsi que les mécanismes de 

défenses, évolutifs, sous-jacents.  
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Sarah MÉRESSE 
 

Etude in vitro des effets neurotoxiques et neuro-inflammatoires de trois 
toxiques environnementaux analogues d’acides-aminés sur des 

modèles de culture de cellules souches neurales 
Les polluants environnementaux, comme le glyphosate (GLY) et le glufosinate d'ammonium (GLA) sont des 
herbicides qui participent à l'eutrophisation des milieux. Cela conduit, en association avec le changement 
climatique, à des efflorescences cyanobactériennes. La β-méthylamino-L-alanine (BMAA) est une cyanotoxine 
neurotoxique. Nos travaux antérieurs ont démontré que BMAA peut perturber l'homéostasie du système nerveux 
central en ciblant les cellules gliales. Nous avons mis en évidence que BMAA altère les cellules souches neurales 
issues de la SVZ et conduit les astrocytes et les cellules microgliales dans un état pro-inflammatoire. Une exposition 
précoce à des contaminants environnementaux peut altérer durablement le développement du cerveau via la neuro-
inflammation et ainsi conférer des prédispositions à développer diverses pathologies neuropsychiatriques et/ou 
neurodégénératives. Notre but a été de se rapprocher des conditions réelles d’exposition.  Ce sujet de thèse a 
cherché à déterminer la capacité d'une exposition à un cocktail (GLY, GLA, BMAA) à induire des effets 
neurotoxiques et/ou neuro-inflammatoires, à l'aide de modèles in vitro de cellules souches neurales en 2D ou en 

organoïdes. Ces modèles fournissent une alternative pour étudier les effets néfastes des contaminants 
environnementaux sur les processus neurodéveloppementaux critiques, y compris la prolifération et la 
différenciation cellulaire. Mes résultats ont montré que les cellules gliales étaient affectées par la combinaison de 
trois toxiques environnementaux. Les expositions ont montré une prolifération des cellules microgliales suite à une 
exposition au GLA mais plus encore par le cocktail de toxique. Cependant, le cocktail n'a pas affecté l'état 
inflammatoire des astrocytes et des cellules microgliales alors que le glufosinate d'ammonium et le BMAA l'ont fait. 
Ces résultats suggèrent l’existence d’interactions entre ces composés, sans effet synergique, qui pourraient trouver 
leur origine dans leur analogie structurale avec les acides aminés et donc avoir des cibles moléculaires communes. 
Cette thèse démontre la nécessité de considérer l'exposome en toxicologie pour modéliser au mieux les réalités.  

Mots clés : BMAA, herbicides, cocktail, neuro-inflammation, neurogenèse, exposome, one-health 

In vitro study of the neurotoxic and neuroinflammatory effects of three 
environmental toxicants analogs of amino acids on neural stem cell culture 

models 

Environmental pollutants, such as glyphosate (GLY) and glufosinate ammonium (GLA), are herbicides that 
contribute to the eutrophication of environments. This leads, in association with climate change, to cyanobacterial 
blooms. β-methylamino-L-alanine (BMAA) is a neurotoxic cyanotoxin. Our previous work demonstrated that BMAA 
can disrupt central nervous system homeostasis by targeting glial cells. We have shown that BMAA alters SVZ-
derived neural stem cells and drives astrocytes and microglial cells into a pro-inflammatory state. Early exposure 
to environmental contaminants can permanently alter brain development via neuroinflammation and thus confer 
predisposition to develop various neuropsychiatric and/or neurodegenerative pathologies. Our goal was to get 
closer to the real conditions of exposure.  This thesis sought to determine the capacity of a cocktail exposure (GLY, 
GLA, BMAA) to induce neurotoxic and/or neuroinflammatory effects, using in vitro models of neural stem cells in 

2D or organoids. These models provide an alternative to study the adverse effects of environmental contaminants 
on critical neurodevelopmental processes, including cell proliferation and differentiation. My results showed that 
glial cells were affected by the combination of three environmental toxicants. The exposures showed microglial cell 
proliferation following GLA exposure but more so by the toxicant cocktail. However, the cocktail did not affect the 
inflammatory state of astrocytes and microglial cells whereas ammonium glufosinate and BMAA did. These results 
suggest the existence of interactions between these compounds, without a synergistic effect, which may originate 
from their structural analogy with amino acids and thus have common molecular targets. This thesis demonstrates 
the need to consider the exposome in toxicology in order to best model realities.  

Keywords : BMAA, herbicids, cocktail, neuroinflammation, neurogenesis, exposome, one-health 
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