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Le traitement des pathologies d'origine cérébrale nécessite une

administration centrale de substance active et donc, le franchissement de la barrière

hémato -encéphalique (BHE). Malheureusement, les substances actives en sont très

souvent incapab les. C'est le cas. par exemple, de la plupart des neurotransmetteurs,

qui ont un caractère hydrophile, et notamment, de l'acide y-aminobutyrique (GABA) .

Or. de nombreuses situations patho logiques sont dues à un déséquilibre dans les taux

de neurotransmetteurs centraux, comme la maladie de Parkinson par exemple. qui est

liée à un . déficit en dopamine . En dehors des neurotransmetteurs, de nombreuses

catégories de médicaments présentent cette incapacité à pénétrer dans le système

nerveux central (SNC) : le traitement des tumeurs cérébrales, en particulier, est très

difficile à réaliser. Il est donc indispensable de développer des moyens permettant de

concentrer le s substances actives dans le cerveau . C'est pourquoi, nous avons

consacré nos recherches au développement d'un système de distribution

spéc ifiquement cérébrale de médicaments que nous avons appliqué aux substances

GABAergiques . Nous avons porté notre choix sur le GABA car un grand nombre de

pathologies ail an t de l'anxiété à l'épilepsie , en passant par la schizophrénie et la

maladie de Parkinson. impliquent des déficits du système GABAergique .

La présence de GABA dans le cerveau a été observée pour la première fois

par Roberts en 1949 sur des chromatogrammes d'extraits de neuroblastomes (Roberts,

1984). Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur très largement répandu dans le

SNC. On estime qu'il intervient dans 20 à 40% des synapses (Matsumoto, 1989). Il joue

un rôle important dans divers cas cliniques . Notamment, des déficits sévères en GABA

ont été observés au niveau des ganglions basaux dans les maladies de Parkinson et de

Huntington. Dans la schizophrénie. il y a probablement un déséquilibre entre la

dopamine et le GABA. Ce neurotransmetteur intervient également dans j'épilepsie et

l'anxiété . En effet, de nombreuses expériences neurophysiologiques et biochimiques

montrent que les effets de certaines substances anxiolytiques et anticonvulsivantes,

en pa rticu lier les benzodiazépines (BZD), mettent en jeu les voies GABAergiques

(Haefely et al ., 1981), la transmission GABAergique étant potentialisée par les BZD

(Haefely & Po lc , 1983). Par conséquent, une meilleure compréhension des

mécanismes sous-tendant les systèmes GA BAergiques pourrait permettre de

développer les applications cliniques du GABA et de contribuer à l'amélioration du

traitement d'un nombre important de situations cliniques. Les premières tentatives

de tests cliniques ont échoué du fait des doses extrêmement élevées nécessaires au

passage du GABA à travers la BHE qui sépare le SNC du reste de l 'o rganisme (Roberts &

Kuriy ama, 1968 ; Chase & Walters, 1976) . Il semble donc indispensable de mettre au

point une méthode de ciblage vers le cerveau qui permette d'évaluer les effets

comportementaux du GABA et de définir son app lication en clinique. Une telle

méthode est nécessaire également pour permettre une meilleure administration de
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subs ta nces dont le si te d'acti on se trouve dans le SNC. not amment les méd icaments

ant icancé reux dan s le cas de tum eurs cérébrales.

Bod or et al. ( 198 1) ont proposé une méthod e de di stri buti on spéc ifique me nt

cé ré bra le dont le p rin cipe est de com bi ne r une subs ta nce neuro active à un

tra ns po r te u r de ty pe dih ydrop yridine. L 'en sembl e co ns ti tue un "systè me de

libérati on chi m ique" (SLC). administré so us sa fo rme lipophil e. ce qui permet une

rép artiti on dans tout l'organi sm e, y compris le SNC. In vivo, la · d ihydropyridine es t

ox ydée en sel de pyridinium et devient ainsi hydrophile. En raison de sa ta ill e et de sa

ch arge , ce tte fo rme hydrophile du SLC es t retenue au nive au ce ntra l, alors qu'à la

périph éri e. elle es t rapid ement éliminée . L'hydroly se de la li ai son transporteur­

subs tanc e active libèr e progress ivement la subs tance au nive au du SNC. Ainsi. cette

technique permet d 'obtenir d 'une part, un e libération so ute nue et spéc i fiq ueme nt

ce ntrale de la subs ta nce , e t d 'autre part. une él im ination rapid e à la périphérie. ce

qui réduit co ns idé rable me nt les risques de toxi cité systé mique . Ce tte méthod e a déj à

été appliquée à différen tes classes de subs tances (revue dan s Bod or & Brewster, 1991 )

e t nou s déve lop pe ro ns so n prin c ip e dan s le pr emi er cha p it re . De nombreu ses

mesur es physico- chi miques ont été réal isées (dosages cen tra ux e t pé riphériqu es) e t

tendrai ent à montrer l'e ffi cacité de ce tte méthod e. mai s très peu de véri fi cati on s

fo nc tio nne lles, c'es t -à -di re co mporte me nta les, ont é té e ffec tué es. And e rson et al .

(198 7b) , par exemple , ont éva lué l'act ivité anx io ly ti que d 'un SLC tran sportant du

GAB A (SLC I4) dan s un e procédure de co nfl it choc élec trique/bo isson chez le rat.

Lorsqu e la fo rme lipophile du SLCl4 es t admi nis trée par vo ie sys témique, les auteurs

obse rve nt un effe t anxio ly tique se maintenant pend ant 8 h, mai s n' étant pas do se­

dép end ant. Ce s résultat s so nt parti culi èr em ent in té res s an ts pui squ'il s confirm ent

l'e ffi cacité de ce tte méthod e de distributi on cé rébra le . Toutefo is. la grande majorité

des tr av aux publi és sur les SLC conce rne des compos és particuli èrem ent in stables à

l' air e t le tr an sporteur utili sé e st prat iqu em ent tou j ours le mêm e la

d ihyd rotr i go ne ll i ne .

C 'e st pourqu oi. a fi n de définir des tr an sporteurs actifs m ai s moin s

se ns ib les à l'oxygène de l'air e t aux mi lieu x aqu eu x et afi n d 'op ti m iser la li ai son

su bs ta nce ac t ive- t ra ns porte ur, Lin get (1992) a im agin é de nouveau x transporteurs .

plu s sta bles qu e le SL C14 et les a appliqués au tr ansport du GABA. Pour faci lite r le

dosage de la quantité de subs ta nce ac tive libér ée dans le SNC, et en rai son de la

présen ce du pool endogène de GABA, ces SLC ont également été app liqués à un e

subs ta nc e GABAergique ne tra ver sant pas la BHE. l'acide nipécotique . Il s' ag it d'un

inhibiteur puissant de la rec apture du GABA. Il reproduit de ce fait, un e

augmentation du taux de GABA dans la fente synaptique .
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Afin d 'évaluer l'effi cacité in vivo de ces nouveaux SLC co m bi nés so it au

GABA. so it à l ' acide nip écotique , nous avons sé lec tionné un e sé rie de tests

co mpo rte men taux . La pr emi ère parti e de no tr e travail a donc cons is té en la

reproduction de ces tests avec des subs ta nces co nnues pour avo ir les mêm es effets

qu e le GABA et traver sant fac ileme nt la BHE. Nou s avons chois i d 'util iser le d iazép am

(DZP). lequel se fixe sur le co mplexe récepteur GABA/BZD et produ it des effet s

anx io ly tique, sé da tif. myorel axant e t une ac tivi té anti convulsi vante. Pui s. nous avons

rep rodu it la mêm e série de test s avec une subs tanc e GAê Aergique. le SK &F- 89976-A

(ac ide (N(4.4 -diphé nyl-3 -buté ny l) nipécotique) . Il s'ag it d 'a cide nip écotiqu e mod ifi é

chim iqueme nt de tell e mani ère qu'il soit capable de traverser la BHE. Nous avons

ch oi si c inq te st s : quatre te st s de stinés à éva lue r le s propriétés an xiolytiques et

sé da tives d 'une subs ta nce (test de suppress ion néophobique de la pri se de boi sson,

test du labyrinthe en croix suré levé. test de l'escali er · et test d' enfouissem ent défensif

co nd it io n né) et un te st de me sure de l'inhib ition des co nv u ls io ns induites

chi m iq ue men t perm ettant de mettre en év ide nce un e ac t ivi té an t ico nv uls iv ante .

Parmi ces ci nq tests , de ux tes ts ont été sé lec tionnés pour l'étude des SLC. La deu xièm e

parti e de not re travail a cons is té en la rep rodu cti on de ces deu x tests. avec les SLC : le

tes t de l'esc ali er et le test d'en fou issem ent défen sif co nditionné .

Certain s SL C ont ens uite é té abo rdés sur le plan bioch imique afin d 'établ ir

leurs c iné t iq ues de d is tributi on ce nt ra le e t périphériqu e. Après ad m in is t ra tio n

systémique. nou s avo ns tenté de dét ect er, par HPLC. à la fo is le tran sporteur seul, la

subs tance act ive seule et le SLC. dans le sang et dans le cerveau . Ce trav ail fera l'obj et

du de rn ier chapitre . Ces données biochimiques ont ens u ite é té con frontées à cell es

obte nues sur le pl an compo rtemental.

Ce tr avail a é té réali sé au Lab or at o i re de Bi ologi e et Ph ysi ologi e du

Co mpo rtement de Nancy 1 en co llabo ration avec deu x autres lab oratoires : le Dr. J .-M.

Lin get du La borat o ir e de Ph armacochimi e mol éculaire de Strasbourg (P r. C.

Wermuth ) a él aboré et éva lué les différ ents GABA-SLC sur le pl an chimi que ; nous

avons réa l isé le s te s ts com po rte me n ta ux perm ettant d 'é v alu er l 'effi cacité

fo nct io nne lle de ce s SL C par une mesu re ind irec te de la di stribu ti on ce ntra le du

GABA. au Laboratoire de Biolog ie et Phy sio logie du Comportem ent de Nancy 1 (Pr. B.

Kra fft ) les mesures de ciné tique de d ist ributi on destinée s à confi rmer les résultat s

obse rvés sur le pl an comporte me ntal ont été effec tué es par le Dr. D. Decol in au

Cent re du Médi cament (Pr. G. Siest ). en co lla bo ration avec le Dr. A. Minn.
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Afin de faire un bilan des recherches effectuées jusqu'à présent dans le

cadre des systèmes GABAergiques et des SLC. et afin de replacer notre travail dans un

contexte plus large. nous avons consacré ce chapitre à une revue détaillée des

connaissances dont nous disposons. tout d'abord en ce qui concerne le GABA. du point

de vue biochimique. pharmacologique et comportemental. puis en ce qui concerne

les BZD. En effet. il n'est pas pensable d'aborder l'un sans l'autre. étant donné que le

GABA et les BZD possèdent. entre autres un site d'action commun. le complexe

récepteur GABA/BZD. Nous nous sommes ensuite intéressés à la BHE. puisque l'un des

objectifs de ce travail est de permettre au GABA de franchir cette barrière. Nous nous

sommes proposés d'étudier le principe des SLC qui. nous le verrons dans la dernière

partie de ce chapitre. a été appliqué à la distribution de nombreuses catégories de

substances .

1. LE GA BA

Le GABA est un acide aminé neurotransmetteur inhibiteur très important

dans toutes les régions du SNe. Dans le cortex cérébral, l'hippocampe et la s ub stanti a

ni g ra , 10 à 40 % des terminaisons nerveuses seraient GABAergiques (dans Fonnum,

1987) . Au cours des dernières années. de faibles quantités de GABA ont également été

trouvées dans différents tissus périphériques (dans Fonnum , 1987). L'utilisation

d'agents GABAergiques a dévoilé plusieurs fonctions physiologiques insoupçonnées

du GABA. comme des effets sédatifs et anticonvulsivants importants. De plus. il a une

action antinociceptive et des effets hypothermiques, il réduit la prise alimentaire et

agit sur le système cardio-vasculaire. D'autre part. les propriétés anxiolytiques des

BZD sont attribuées à leur implication dans la modulation du récepteur GABA . En

clinique. des effets prometteurs ont été observés dans le traitement de l'épilepsie, de

la spasmophilie et de la dépression. Le dévelopement de substances GABAergiques a

donc de nombreuses applications.

A. MétaboJisme du GABA

La voie principale de synthèse correspond à la décarboxylation du

glutamate en GABA. catalysée par une glutamate décarboxylase (GAD ; E.C. 4.1.1.15).

L'acide œ-cétoglutarique. étape du cycle de Krebs . fixe une molécule de NH3 et fournit

le glutamate (Figure 1) qui. grâce à la GAD dont le cofacteur est le pyridoxal­

phosphate, est transformé en GABA. Cette synthèse a lieu dans les neurones

GABAergiques.

Le catabolisme du GABA est une transamination : le GABA réagit avec

l'acide œ-cétoglutarique, grâce à une GABA a -cétoglutarate transaminase (GABA-T ;

E.C. 2.6.1.19). et est transformé en semialdéhyde succinique qui réintègre le cycle de
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Figure 2: Modèle schématique du complexe récepteur GABAA. Les fl èches
indiquent une augmentation (t ) ou une inhibition 0) de l'activi t é
GABAergique par diverses substances. TBPS: t-butylbicyclophosphoro­
thionate; TPP: tétraphénylphosphonium; PCP: phencyclidine (dans
Schwartz, 1988).

récepteurs GABAA récepteurs GABAB

azoniste commun GABA GABA

azoniste sélectif muscimol baclofène

antagoniste sélectif bicuculline ohaclofène

effecteur canal CI- t canal Ca++ ~

adénylate cyclase

canal K+ t

modulateur allostérique BZD ?

barbituriques

certains convulsivants

Tableau 1: Principales caractér ist iqu es différenciant les récepteurs GABAA et
GABAS'



Krebs par transformation en acide succinique par la déshydrogénase du

semialdéhyde succinique (Figure 1). Cette réaction a lieu dans les terminaisons post­

synaptiques aussi bien que dans les cellules gliales environnantes.

A la fin de l'action synaptique, le GABA se sépare du récepteur et est

reprélevé par des systèmes de recapture spécifiques qui contribuent à l'arrêt du

processus de neurotransmission GABAergique. Les neurones. tout comme les cellules

gliales , participent à la recapture du GABA. Des données récentes suggèrent

l'existence de trois systèmes de transport du GABA dans les terminaisons nerveuses

(Wood & Sidhu, 1986 ; Larsson et al., 1983). Il semblerait que le premier événement

dans l'arrêt de l'action synaptique du GABA· soit la diffusion facilitée du GABA à

travers la membrane post-synaptique , plutôt qu'une entrée dans les terminaisons

nerveuses et les cellules gliales par l'intermédiaire d'un transporteur. Le GABA serait

ensuite transféré de la cellule post-synaptique aux terminaisons nerveuses et/ou aux

cellules gliales. La quantité de GABA accumulée dans les terminaisons, mais pas celle

prélevée par les cellules gliales, s e ra partiellement réutilisée comme

neurotransmetteur (Chase & Walters, 1976).

B. Les récepteurs GABA

Alors que l'action "classique" du GABA qui implique l'ouverture de canaux

chlorures est bien connue, on a détecté plus récemment des effets

pharmacologiquement distincts du GABA sur des canaux cationiques. C'est pourquoi,

la notion de sous-types de récepteurs est apparue. Les récepteurs GABA sont

actuellement divisés en deux grandes classes hétérogènes qui diffèrent par leur

affinité pour les agonistes et antagonistes GABA ainsi que par leur couplage à des

transducteurs ou à des effecteurs du signal :

les récepteurs GABAA (Figure 2), bloqués par la bicuculline ou par le

méthochlorure de bicuculline (BMC)

et les récepteurs GABA insensibles à la bicuculline, incluant

* les récepteurs GABAB (Tableau 1 ; Hill & Bowery, 1981),

* les récepteurs GABAC insensibles à la bicuculline (antagoniste GABAA) et au

baclofène (agoniste GABAB) (Johnston, 1986 ; Paredes & Âgmo, 1992)

* et enfin. les récepteurs GABAX (Agrno & Giordano. 1985 ; Paredes & Âgmo, 1992).
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1. Récepteurs bloqués par la bicucull ine les récepteurs GABAA

Le récepteur GABAA fait partie d'un complexe macromoléculaire couplé à

un canal chlorure. D'un point de vue structural, le complexe récepteur est une

glycoprotéine intégrante de la membrane, composée de deux sous-unités distinctes ex

et ~. de poids moléculaires similaires (53 et 57 KDa respectivement). La composition du



Chloride d'lannef
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Figure 3: Modèle hypothétique du complexe récepteur GABAA et de ses sites
modulateurs allostériques. En haut, une vue du complexe dans la
membrane neuronale, et en bas, une vue du complexe à partir de
l'espace extracellulaire. La sous-unité f3 porte le site GABA (ovale) et les
sites allostériques pour les barbituriques et les convulsivants (les deux
cercles chevauchés). La sous-unité a porte le site de liaison pour les
trois types de ligands du récepteur BZD (les trois cercles chevauchés).
Les deux flèches larges représentent le principal fonctionnement du
complexe, c'est-à-dire l'ouverture du canal par le changement
conformationnel induit par le GABA. Les petites flèches indiquent la
modulation allostérique du processus d'ouverture (dans Haefely, 1987).



complexe semble être a2~2 (Mamalaki et al., 1987). Il existe plusieurs types de sous­

unités a et ~ d'une espèce à l'autre et même, au sein d'une seule espèce (Haefely, 1988

; Sieghart, 1989), ce qui suggère l'existence d'une hétérogénéité structurale de ces

complexes récepteurs. Le complexe supramoléculaire forme le site récepteur GABAA

et le canal chlorure, ainsi que les sites modulateurs allostériques associés (Figure 3) .

Les récepteurs GABAA peuvent se trouver dans la membrane post-

synaptique (dans les synapses axo-somatiques ou axo-dendritiques) ou dans la

membrane pré-synaptique (dans les synapses axo-axoniques) . La liaison du GABA au

récepteur GABA A provoque l'ouverture d'un canal chlorure qui est une partie

intégrante du récepteur et qui est fermé en ' l'absence de GABA. Ceci entraîne un flux

entrant ou sortant d'ions Cl", en fonction du gradient de concentration :

Le récepteur GABAA post-synaptique, qui est en fait un complexe

récepteur contenant des récepteurs sub-synaptiques, régule le passage des ions Cl­

de telle manière que l'activation du récepteur provoque une hyperpolarisation de la

membrane cellulaire et augmente ainsi le seuil d'excitabilité du neurone . Il y a donc

un flux net entrant d'ions Cl". Ces événements sont responsables de l'effet inhibiteur

du GABA sur l'activité neuronale.

L'activation des récepteurs GABA A pré-synaptiques provoque

normalement un efflux net d'ions Cl", ce qui entraîne une dépolarisation partielle de

la membrane qui conduit à une diminution de l'amplitude et un ralentissement de la

conduction des potentiels d'action et donc à une diminution de la quantité de

neurotransmetteur libérée. Il semblerait que cette réponse dépolarisante au GABA

soit responsable de l'inhibition pré-synaptique sur les terminaisons afférentes la

dans la moëlle épinière (dans Bowery, 1983).

Le complexe récepteur GABAA: post-synaptique contiendrait en réalité

deux , peut-être même trois sites de liaison ayant des niveaux d'affinité différents

pour le GABA (Figure 4) mais on ne connaît pas encore le rôle physiologique de ces

sites. Ils sont associés à et modulés par plusieurs unités additionnelles : un site de

liaison des BZD (Fonnum, 1987), un site de liaison de la picrotoxine représentant le

récepteur pharmacologique des barbituriques (Figure 4 ; Fonnum, 1987) et un site de

liaison des stéroïdes (Gee et al., 1987). Le rôle physiologique de ces sites additionnels

("récepteurs pharmacologiques") dans le complexe récepteur GABA, ainsi que les

mécanismes d'interaction entre les différents sites récepteurs, n'ont pas encore été

entièrement élucidés .

Des récepteurs GABAA pré-synaptiques (Figure 5) ont été mis en évidence

au niveau de la moëlle épinière dans les fibres afférentes la (dans Krogsgaard ­

Larsen et al. . 1988a) et dans le cerveau à la fois sur des terminaisons nerveuses
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Figure 4: Illustration schématique du complexe récepteur GABAA post-synaptique
et des sites d'action de certains agonistes et antagonistes GABAA et de
substances agissant sur différents récepteurs subsynaptiques dans ce
complexe récepteur (dans Krogsgaard-Larsen et al., 1988a).
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Figure 5: Illustration schématique d'une synapse glutamatergique axo-somatique
contenant des récepteurs GABAA extrasynaptiques et des récepteurs
GABAA et GABAB présynaptiques (dans Krogsgaard-Larsen et al., 1988a).



GABAergiques (Bowery, 1983) et sur des terminaisons nerveuses de neurones

utilisant d'autres neurotransmetteurs . Dans des coupes de cortex cérébelleux, le GABA

augmente la libération de 3 H-GABA. induite par le K+. et cet effet est sensible à la

bicuculline (Bowery et a/.• 1980).

On connaît relativement peu de choses sur la fonction physiologique et les

caractéristiques pharmacologiques des récepteurs GABA A extra-synaptiques (Figures

5-6). Ces récepteurs sont sensibles aux deux antagonistes GABAA' le BMC et la

bicucul line , mais ont apparemment des spécificités différentes par rapport aux

récepteurs synaptiques . En effet. l'activité agoniste du 4.5.6.7-tétrahydro-isoxazolo

[5,4- c] pyridin-3-o1 (THIP). un agoniste GABAA spécifique, est beaucoup plus

importante sur les récepteurs synaptiques que sur les récepteurs extra-synaptiques

(Johnston, 1986 ; Figure 7).

Des études neurochimiques suggèrent l'existence d'autorécepteurs GABAA

(Figure 8 Bowery, 1983). Les démonstrations les plus convaincantes ont été réalisées

in vitro où on a montré une libération de GABA provoquée par des agoni stes GABA

comme l'acide pipéridine-4-sulfonique (P4S) et le THIP, qui ne sont pas des substrats

pour les mécanismes de recapture (Krogsgaard-Larsen, 1980). La sensibilité de ces

récepteurs aux agonistes et antagonistes semble similaire à celle des récepteurs

GA B A A post-synaptiques (dans Krogsgaard-Larsen et a/.. 1988a) . Ces auto récepteurs

ne semblent pas couplés à des sites récepteurs BZD (Figure 8 ; dans Squires, 1983) et

pourraient jouer un rôle dans la régulation physiologique de la libération du GABA.

2. Récepteurs insensibles à la bicuculline

a. Récenteurs GABAli

Dans le groupe des récepteurs GABA centraux insensibles à la bicuculline

et au BMC. les récepteurs GABAB ont été les plus étudiés (Bowery, 1983) . Ces

récepteurs sont activés par le GABA mais. contrairement aux récepteurs GABA A. ils

sont activés également par le baclofène, un analogue du GABA (Figure 7) . On ne

connaît pas encore entièrement leur structure et leur rôle physiologique, mais ils

semblent réguler la libération de neurotransmetteurs comme la noradrénaline, le

glutamate ou la sérotonine, de neuropeptides et d'hormones. Les récepteurs GABA B

seraient localisés principalement au niveau pré-synaptique et ils affecteraient la

libération de neurotransmetteur via la régulation d'un canal Ca++ (Bowery, 1983).

Toutefois. des récepteurs GABAB liés à des canaux K+ ont été récemment localisés au

niveau post-synaptique (Ogata et a/.. 1987). Des récepteurs GABAB ont également été

détectés dans différentes préparations de tissus périphériques, sur des terminaisons
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Figure 6: Illustration schématique de la multiplicité des récepteurs GABA et de la
localisation des différents types de récepteurs GABA (dans Krogsgaard­
Larsen et el., 1988a).
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"sites GABAA" sensibles à la bicuculline Sites insensibles à la bicuculline

sensibilité relative à l'agoniste TRIP sensibilité à l'agoniste baclofène

"sites GABAA "sites GABAA "sites GABAB" "sites GABAc"
synaptiques" non synaptiques"

plus sensibles au moins sensibles au sensibles au insensibles au
TRIP TRIP baclofène baclofène

Figure 7: Proposition de classification des récepteurs GABA (d'après ]ohnston,
1986).



nerveuses non GABAergiques (Bowery , 1983). Par ailleurs. il existe des récepteurs

GA BAB pré-synaptiques sur les terminaisons GABAergiques : les autorécepteurs

GA BAB (Figures 6. 8). Les autorécepteurs GABAA seraient impliqués dans la libération

du GABA dans la substantia nigra pars compacta, alors que les autorécepteurs GABAB

moduleraient la libération de GABA dans la substantia nigra pars reticulata (dans

Paredes & Âgmo, 1992) .

Les récepteurs GABAB ne sont apparemment pas liés aux sites récepteurs

des BZD et des barbituriques (Bowery , 1983). Parmi les effets pharmacologiques

connus des récepteurs GABAB' on trouve notamment l'inhibition de la libération de

neurotransmetteurs. l'analgésie. l'hypothermie. la modulation des potentiels post­

synaptiques inhibiteurs lents (lPSP). l'inhibition de la libération de corticolibérine

et de LH et enfin. la réduction de la consolidation de la mémoire (revue dans Bowery,

1989).

Bormann (1988) a établi que le récepteur GABA B était lié soit à une

phospholipase, soit à un canal K+ . soit à un canal Ca++. Contrairement au récepteur

GA B A A' l'ionophore ne ferait pas partie intégrante du récepteur GABAB ' Le couplage

des récepteurs GAB AB aux canaux ioniques se ferait directement via une protéine G

et/ou indirectement via un système de messagers intracellulaires :

- Les récepteurs GABAIL associés à un canal Ca++ inhibent la composante

calcique du potentiel d'action et par ce biais. ils affectent la libération de

neu rotransme tte ur.

- Les récepteurs GABAB associés à un canal K+ : l'activation des récepteurs

GA BAB dans les cellules pyramidales de l'hippocampe augmente la conductance

membranaire aux K+ sans affecter la conductance aux Ca++ (Bormann. 1988). Donc. le

couplage des récepteurs GABAB aux ionophores est différent dans le SNC et dans le ·

système nerveux périphérique. L'ouverture des canaux K+ par le GABA nécessite une

protéine G activée de façon maximale par le GTP. Il existe probablement une liaison

entre les récepteurs GABAB couplés à la phospholipase A2. la protéine kinase C et

finalement. les canaux K+.

b . Réceoteurs GARAc.

Des études pharmacologiques et comportementales suggèrent l'existence de

récepteurs GABA différents des récepteurs GABAA et GABAB. Différents analogues du

GABA. comme par exemple l'acide cis-4-aminocrotonique. diminuent l'activité des

neurones du SNC et cet effet est insensible à la bicuculline. Ces analogues inhibent la

liaison du GABA mais pas la liaison du 3 H-( -)-baclofène (dans Paredes & Âgmo, 1992).

Ces analogues présentant des similitudes structurales avec le GABA. ils ont été

proposés comme représentants d'une classe d'agonistes GABA agissant sur des
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contenant des autorécepteurs GABAA et GABAB (dans Krogsgaard­
Larsen et el., 1988a).
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Illustration schématique des sous-catégories de récepteurs GABA
indiquant les sites d'action de quelques agonistes .et antagonistes (dans
Krogsgaard-Larsen et al., 1988b).



comportementales suggèrent également l'existence de

SK&F-89976-A, inhibiteur de la recapture du GABA produit , à

récepteurs insensibles à la bicuculline et au baclofène, les récepteurs GABAC

(Johnston, 1986).

Les études

récepteurs GABAC ' Le

lui seul, un réponse antinociceptive supérieure à celle produite par le traitement

combiné avec le THIP et le baclofène, agonistes GABAA et GABAB respectivement

(Zorumski & Isenberg, 1991). De même, le SK&F-89976-A et le y-vinyl -GABA

(également inhibiteur de la recapture du GABA) ont un effet anticonvulsivant, alors

que le THIP et le baclofène ne protègent pas contre les crises induites par le

pentylènetétrazole (PTZ). ·· Par: conséquent, ·les inhibiteurs de la recapture du GABA

induiraient des effets antinociceptifs et anticonvulsivants par l'intermédiaire de la

stimulation de récepteurs GABA différents des sites GABAA ou GABAB (Zorumski &

Isenberg, 1991). Johnston (1986) a donc proposé une classification des récepteurs

GABA, en fonction d'une part, de leur sensibilité à la bicuculline et d'autre part, de

leur sensibilité au THIP ou au baclofène . Cette classification est présentée dans la

Figure 7.

c. Ré cevteurs GABAx

Les effets inhibiteurs du THIP sur le comportement sexuel et sur les

fonctions motrices ne peuvent pas être bloqués par la bicuculline . Ces données

renforcent l'hypothèse de l'existence de récepteurs GABA différents des récepteurs

GA B A A et GABAB et suggèrent que le THIP n'agirait pas uniquement sur le récepteur

GA B A A. mais également sur un autre récepteur, le récepteur GABAx sensible au

baclofène (Agmo & Giordano, 1985 ; Krogsgaard-Larsen et al., 1988a,b ; Figure 9). Le

récepteur GABAX est différent du récepteur GABAC proposé par Johnston (1986)

puisque ce dernier est insensible au baclofène.

C. Les substances a2issant sur la neurotransmission GABAer2igue

L'une des stratégies utilisées pour aborder le système GABAergique est de

modifier son fonctionnement soit en l'inhibant soit en le stimulant. Etant donné qu'il

ne franchit que très difficilement la BHE, on emploie rarement le GABA lui-même. On

utilise, le plus souvent, des substances plus perméables, agissant sur un ou plusieurs

mécanismes intervenant dans la neurotransmission GABAergique. Il est possible

d'agir sur toutes les étapes de la transmission : synthèse, stockage, dégradation,

libération ou recapture du neurotransmetteur, ou action sur les récepteurs . Un

grand nombre de substances agissant sur une ou plusieurs de ces étapes ont été

synthétisées.
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SUBSTANCE SITE D'ACTION PROPRIETES REFERENCES

musclmol agoniste GABAA, traverse la BHE, toxique, Krogsgaard-La rsen et al .,
inhibe recapture gliale et anxiolytique (i.e.v.), 1988a;
neuronale analgésique (souris) Sanger, 1985

thlomuscimol agoniste GABAA presque traverse la BHE plus facilement Krogsgaard-Larsen et al . ,
aussi puissant que le encore que le muscimol 1988a
muscimol et moins toxique,
aucune affinité pour
systèmes de recapture

(S)-DHM agonist e GABAA le plus . Krog sgaard-Larsen et al . ,
puissant connu , 1988a
aucune affin ité pour
systèmes de recapture

acide lm Idazo le-4 - agoniste GABAA hypnotique, analgésique Krogsgaard-Lar sen et al .,
acétique 1988a

THIP agoniste GABAA traverse la BHE, effets analgésiques Fonnum, 1987 ;
spécifique, non-opioïdes, anxi olytiques et Hoehn-Sari c, 1983;
au cune affini té pour a nti spas mod iq ue s, fa ibles Krog sgaard-Larsen et al . ,
systèmes de recapture propriét és a n tié pi l e p t i q ues 1988a

accompagnées d'effets secondaires
thio-THIP agoniste GABAA faible - Krogs gaard-Larsen et al.,

1988a

5,6,7,8- agoniste GABA A trè s - Krogsgaard-La rse n et al .,
tétrahydro-4H- faible, 1988a
Is o x az o lo-j â.u-c ]- antagoniste rée. glycine
az é pf n-Bvo l
5,6,7,8 - ag on iste GA BAA tr è s - Krogsgaard-Lar sen et al .,
tétrahydro-4H- faible, 1988a
Isoxazolo-[4,5-d l- antagon iste rée. glycine
azépln-3-ol
4-PIOL agonis te rée. G ABA A - Haefely, 1987

spinaux, antagoniste rée.
GABAA supraspinaux

isoguvacine agoni ste GABAA puissant traverse peu la BHE Krogsgaard -Lar sen et al. ,
et spécifique. aucune affinité 1988a
pour systèmes de recaoture

acide agonis te GABAA traverse peu la BHE Krogsgaard-Larsen et al . ,
isonipécotiq ue spécifique, aucune affinit é 1988a

pour systèmes de recapture
P4S agoniste GABAA puis sant traverse peu la BHE Krogs gaard -Lar sen et al.•

et spécifique, aucune affinité 1988a
pour systèmes de recapture

3-APS agoniste très. puissant des aucun effet sur l'activité FaIch et al., 1986;
rée . GABA A cent rau x, locomotrice Âgmo & Giordano, 1985
antagoniste des rée. GABAB
périphériques

progabide prodroguedu GABA, traverse fa cilemen t la BH E, Krogsgaard-Larsen et al. ,
agoniste GABAAet GABAB anticonvulsivant mais à forte dose 1988a

plc roto xln e antagoniste non compétitif convulsi vant, Koel1a, 1981 ;
GABAA augmente l'activité locomotrice Paredes & Âgmo, 1992

PTZ anta goniste non compétitif convulsivant Krogs gaard-Lar sen et al. ,
GABAA 1988a

blcuculIlne antagoniste compét itif convulsivant, Koel1a, 1981 ;
GABAA augmente l'activité locomotrice Paredes & Âgmo, 1992

BMC antagoniste comp étitif ne traverse pas la BHE. Krogsgaard-Larsen et al .•
GABAA convulsivant 1988a

Tableau 2: Sites d'action et effets de différents ligands du récepteur GABAA.



Pour une meilleure compréhension des données existant sur le GABA, nous

avons fait une liste exhaustive des agents GABAergiques disponibles et nous les avons

classés en fonction du récepteur auquel ils se lient et en fonction du mécanisme

qu'ils affectent (synthèse, dégradation ou recapture du GABA). La neurotransmission

GABAergique peut également être affectée par des substances agissant sur des sites

récepteurs différents des sites de liaison du GABA, comme par exemple les

barbituriques ou les BZD. En dehors des molécules synthétiques, des ligands

endogènes ont été décrits pour les sites GABA.

1. Les ligands endogènes des récepteurs GABA

Il existerait plusieurs ligands endogènes .des récepteurs GABA, le plus

connu étant une protéine basique, la GABA-moduline, localisée sélectivement dans

les synaptosomes (Vaccarino et al ., 1985). La GABA-moduline inhibe, de façon

compétitive, la liaison du GABA à ses sites à haute affinité. Ces diverses substances

endogènes ont été regroupées sous le terme de GABARINS ("GABA-Receptor­

INhibitorS") qui englobe le GABA lui -même , mais également des peptides, des

phospholipides, des purines et les ions Cl- (Johnston, 1986).

2. Les substances agissant sur les récepteurs GABAA

a. Les agollistes des récevteurs GABAA

Ils ont le même effet que le GABA, c'est-à-dire qu'ils se fixent sur le site de

liaison du GABA et déclenchent les mêmes effets post-synaptiques (Tableau 2) . Le 4,5­

dihydromuscimol (DHM) est l'agoniste GABAA le plus puissant obtenu jusqu'à présent

(Krogsgaard-Larsen et al., 1988a). Le THIP, un agoniste GABAA spécifique, est présent

dans le cerveau en concentrations beaucoup plus élevées que le muscimol après

administration de doses équivalentes (dans Fonnum , 1987). Un grand nombre

d'analogues du THIP ont été synthétisés et testés mais, mis à part le thio-THIP qui est

un agoniste GABAA faible, aucun analogue n'a montré une affinité significative

pour le récepteur GABAA (Krogsgaard -Larsen et al., 1988a). Les récepteurs GABAA ne

reconnaitraient donc pas seulement une partie limitée de la molécule de THIP, mais

plutôt la molécule entière. Ni l'isoguvacine, ni l'acide isonipécotique, ni le THIP n'ont

d'affinité pour le récepteur GABAB , ce qui suggère que ces composés reflètent la

conformation active du GABA sur les récepteurs GABAA ' et que le GABA adopte des

conformations différentes selon qu'il interagisse avec les récepteurs GABAA ou

GABAB'

12



SUBSTANCE SITE D' ACTION PROPRIETES REFERENCES

stéroYdes potentiateurs des rée . augmentent le nombre de sites de Gee et a/.• 1987;
GABAA• liaison du mu s c imol dans Paredes & Âgmo, 1992
potentialisent l'entrée des différentes région s cérébra les de

rats ovariectomisés
CI- pro voquée par les
agonis tes GABA

BZD potenti a te urs des rée. anxiol ytiques. Bowery, 1983
GABAA' sédatives.
augme ntent fr équ en ce myorela xantes, anticonvulsivantes

d'ouverture du canal 0 -

barbituriques potentiateurs des rée . sédatifs. Fonnurn, 1987
GABAA• ant icon vulsivants
se lient au site picrotoxine,
inhibent la liaison de la
picrotoxine,
augm enten t la liaison du
GABA et des agonistes BZD
à leurs sites récepteurs

Tableau 3: Sites d'action et effets des potentiateurs du récepteur GABAA.



Comme le GABA, la plupart des agonistes GABAA spécifiques ne traversent

pas facilement la BHE. Toutefois, le THIP et le muscimol atteignent facilement le SNC

après administration périphérique chez la souris , le rat et l'homme (Krogsgaard­

Larsen et al., 1988a).

b. Les antagonistes des ré cepteurs GABA,i

Ils sont reconnus par les récepteurs GABAA mais ne déclenchent pas les

variations post-synaptiques induites par le GABA. Tous les antagonistes GABAA qui

ont été étudiés sur le plan pharmacologique ont des propriétés convulsivantes

(Tableau 2) . Les antagonistes GABAA classiques , bicuculline et picrotoxine , ont des

sites d'action différents au niveau du complexe récepteur GABAA post-synaptique

(Figure 2). La picrotoxine ne se fixant pas sur le site de liaison du GABA, est donc un

antagoniste non compétitif du GABA. Elle se fixerait soit directement sur la protéine

canal, soit sur un site très proche du canal et empêcherait ainsi le flux entrant de Cl".

La bicuculline et le BMC, par contre, interagissent directement avec le site GABA.

Lorsqu'ils sont fixés, ils empêchent le flux entrant de Cl" .

Le blocage et l'activation des récepteurs GABAA dans le SNC, sont

stéréosélectifs (Mahler & Okada, 1977). L'isomère (IR, 9S) de la bicuculline, par

exemple, est un antagoniste GABAA très faible par rapport à l'isomère (IS ,9R ) .

c. Les Dotentiateurs des réceDteurs GABAA

Le GABA , lorsqu'il se lie à son site de reconnaissance, provoque l'ouverture

du canal Cl". Quand il y a simultanément liaison d'une BZD ou d'un barbiturique,

l'action du GABA est renforcée grâce à une ouverture du canal Cl- soit plus

fréquente, soit prolongée, respectivement. Ces phénomènes sont dus à l'effet de

coopération la liaison du GABA ou d'un agoniste GABA à son site est renforcée par la

liaison d'une des deux autres molécules (Ferrero et al., 1984). L'effet inverse existe

également : in vitro, il a été démontré que les agonis tes GABAA augmentent la liaison

des BZD (Braestrup et al. , 1980).

Il y .a 3 grands groupes de potentiateurs qui agissent sur des sites

différents du récepteur (Tableau 3) : les BZD, les stéroïdes et les barbituriques. Il

existe, sur le complexe récepteur GABAA' un récepteur pour les stéroïdes, différent

des sites de liaison des BZD et du GABA (Gee et al., 1987 ; Figure 2) . Les barbituriques

quant à eux, se lient au site picrotoxine. En concentrations faibles, ils prolongent la

durée d'ouverture du canal Cl". Contrairement aux ligands du récepteur BZD, ils

peuvent, en concentrations élevées, o.uvrir le canal Cl- même en l'absence de GABA.
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SUBSTANCE SITE D'ACTION PROPRIETES REFERENCES

b a e lo fê ne agoniste GABAB an tispasmodique. Bowery, 1983;
spécifique. anticonvulsivant, Krogsgaa rd-Larsen et al.•
le (R)-baclofène est le plus analgésique. 1988a;

puissant agoniste GABAB dim inue l'activité locomotrice Âgmo & Giordano. 1985

connu

(R )-G A BO B agoniste GABAB puissant - Krogsgaard-Larsen et al .•
1988a

2·0H-DAVA agoniste GABAB - Krogsgaard-Larsen et al.•
1988a

(R)-DHM agoniste GABA B' - Krogsgaard-Larsen et al .•
aucune affinité . po ur 1988a
systèmes de recapture

progabide prodrogue du GABA. traverse fac ilement la BHE. Krogsgaard-Larsen et al .•
a go nis te GABAA et anticonvulsi vant, 1988a;

GABAB' efficace chez des patients Fonnurn, 1987

aucune a f f i n i té pour spasmophiles et dépressifs. pas de

systèmes de recapture propriétés anx iolytiques et très peu
d'effets dans le traitement de 1a
maladie de Huntington

DAVA acide aminé endogène. - Falch et al., 1986
homologue du GABA.
antagoniste des rée. GABAB
périphériqu es.
a ffi ni té pou r tous les
mécanismes G AB A A
sy naptiques

3-APS anta goniste des rée. GABAB a ucu n eff et s ur l'act i vi té Falch et al.• 1986;
périphérique s. locomotrice Âgrno & Giordano. 1985

agoni ste pu issant des
récepteurs GABAA centraux

p h ac lof'ê ne analogue du baclofène, - Paredes &-Agmo, 1992
antagoniste GABAB à faible

affinité.
antagon iste d e s
autorécepteurs GABA

CGP-35348 antagoniste GABAB traverse la BHE Bowery , 1989

Tableau 4: Sites d'action et effets de différents ligands du récepteur GABAB.

OH

H2N~
OH

HO OH HO- - -OH OH

H2~ H2N~ H2N~~
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Figure 10: Structures et effets biologiques in vitro du (R) -GABOB et de quelques
acides aminés apparentés. A-B et B-B: inhibition de la liaison au
récepteur GABAA et GABAB, respectivement; UPT-S: inhibition de la
recapture synaptosomale (d'après Krogsgaard-Larsen et sl., 1988a).



3 . Les substances agissant sur les récepteurs GABAli

a. Les agonistes des récepteurs GABAS

Les agonistes du récepteur GABAB (Tableau 4) diminuent la fréquence de

décharge des neurones dans la plupart des régions du cerveau. Ils modulent la

libération des monoamines dans le SNC et dans les terminaisons nerveuses autonomes

périphériques (Bowery et al., 1980) :

Le baclofène est un agoniste GABAB spécifique. mais seul l'isomère (-)

montre une activité d'agoniste GABA B marquée, au moins 100 fois plus grande que

celle du (+ )baclofène. Le baclofène est efficace en clinique dans certains types de

paralysie spasmodique et a des effets analgésiques non-opioïdes. Son profil

pharmacologique est différent de celui du TRIP, agoniste GABAA (Krogsgaard-Larsen

et al.. 1988a). Notamment, le baclofène a des propriétés anticonvulsivantes ,

différentes de celles du THIP ou des BZD en termes d'effets anti-crise et secondaires

(Krogsgaard-Larsen et al., 1988a).

Dans la Figure 10 sont représentés quelques analogues du GABA qui ont été

testés par rapport au récepteur GABAB' A l'exception de l'acide 2-hydroxy-8­

aminovalérique (2-0H-DA VA). les autres composés ne se fixent pas au s ite GABAB

(Tableau 4) . Le (R)-GABOB et le (R)-baclofène, les agonistes GABAB les plus puissants

décrits jusqu'à présent, semblent refléter la conformation adoptée par le GABA

durant sa liaison avec le récepteur GABAB' La stéréosélectivîté des récepteurs GABAA

et GABAB est donc opposée, le premier fixant préférentiellement les isomères S des

agonistes, et le deuxième fixant préférentiellement les isomères R.

b . Les antagonistes des récepteurs GABAli

Très peu d'antagonistes GABAB spécifiques sont disponibles (Tableau 4). Le s

études pharmacologiques concernant le récepteur GABAB ainsi que le développement

d'agents thérapeutiques sont limités par le fait que la plupart des antagonistes du

récepteur GABAB ne traversent pas la BHE. Toutefois, un antagoniste GABAB

traversant la BHE a été décrit récemment par Bittiger et al., le CGP-35348 (1989 dans

Bowery, 1989). Le récepteur GABAB n'est bloqué ni par la picrotoxine ni par la

bicuculline.

L'une des causes majeures de certains désordres neurodégénératifs serait

une hyperactivité du glutamate. neurotransmetteur central excitateur (dans

Krogsgaard-Larsen et al.. 1988a) et. cette libération de glutamate pourrait être

régulée par l'intermédiaire d'une sous-classe de récepteurs GABAB• les récepteurs

GA BAB pré-synaptiques , situés sur les terminaisons des neurones glutamatergiques

(Bowery , 1983). Le baclofène activerait apparemment tous les récepteurs GABAB
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SUBSTANCE SITE D'ACTION PROPRIETES REFERENCES

y-vinyl-GABA inhibiteur-de la GABA-T anticonvulsivant vis-à-vis de la Piredda et al; 1987
bicuculline, Fonnum, 1987
inefficace contre les MES,
antiépileptique en clinique

GAG inhibiteur spécifique de la réduction dose-dépendante de la Agmo & Giordano, 1985
GABA-T locomotion (rat)

isoniazide son métabolite act i f, améliore la situation psychiatrique Fonnum, 1987
l'hydrazine inhibe la dans la maladie de Huntington
GABA-T

acide hydrazino- inhibiteur de la GABA-T - Fonnum, 1987
-propionique

va lp r oa t e inhibiteur de la GABA-T anticonvulsivant, Pop et a/.• 1991
traverse la BHE

AOAA inhibiteur de la GABA-T porte atte inte à l'exécution Fonnum, 1987 ;
harmonieuse des actes d e Koella , 1981
locomotion

3-MP inhibiteur de la GAD - Fonnum, 1987

D, L -allylglyc ine inhibiteur de la GAD - Fonnum, 1987

Tableau 5: Sites d'action et effets des inhibiteurs des enzymes du métabolisme du
GABA.

SUBSTANCE SITE D'ACTION PROPRIETES REFERENCES

muscimol agoniste GABAA, traverse la BHE Kro gsgaard-La rsen et al. ,
inhibe recapture gliale et 1988a
neuronale

THPO inhibiteur spécifique de la traverse la BHE de façon limitée Schousboe et al., 1986
recapture gliale anticonvulsivant (rongeurs) Crouche r et al; 1983

acide nipécotique inhibiteur spécifique de la traverse difficilement la BHE Kro gsgaa rd- La rse n et al.,
recapture neuronale et gliale 1988 a

ester éthylique de prodrogue de l'acide traverse facilement la BHE, Croucher et al; 1983
l 'acide nipécotique nipécot ique, . anticonvul sivant (rongeurs)

inhibiteur spécifique de la
recapture neuronale et gliale

SK&F-89976-A analogue DPB de l'acide traverse facilement la BHE, Yunger et al., 1984;
nipécotique, effets ' antino cicep tifs. Schwark & Lëscher. 1985
inhibiteur spécifique de la ant iconvulsivant
recapture neuronale et gliale

g uv a c in e inhibiteur spécifique de la traverse difficilement la BHE Kro gs gaard -Larsen et al. ,
recapture neuronale et gliale 1988a

ac ide 3-pyrroline- agoniste GABAA faible, - Krog sgaard- La rsen et al . ,
3-carboxyliq ue inhibe recapture neuronale 1988a

et gliale

SK&F-I00330-A ana logue DPB de la traverse facilement la BHE. Yunger et a/., 1984;
guvacine, effets antinociceptifs, Schwark & Lëscher, 1985
inhibiteur spécifique de la anticon vuls ivant
recapture neuronale et gliale

Tableau 6: Sites d'action et effets des inhibiteurs de la recapture du GABA.



(Sawynok, 1986), c'est pourquoi on recherche actuellement des agonistes spécifiques

de ces récepteurs pré-synaptiques, ce qui permettrait de réduire l'activation

excessive, par le glutamate, des neurones dans le cerveau. De plus, il semblerait que

la libération de neurotransmetteurs monoaminergiques, comme la dopamine, la

sérotonine et la noradrénaline, soit également régulée par des récepteurs GABAB

pré-synaptiques (Bowery, 1983). En principe . l'administration d'antagonistes GABA B

stimulerait la libération de tels neurotransmetteurs. ce qui pourrait avoir un intérêt

thérapeutique dans certaines maladies psychiatriques.

4. Les inhibiteurs des enzymes du métabolisme du GABA

Diverses substances inhibent l'enzyme de dégradation du GABA (GABA-T)

(Tableau 5). Le y-vinyl-GABA semble être l'un des plus intéressants inhibiteurs de la

GABA-T. puisqu'il peut être employé oralement et qu'il a une action assez spécifique

(dans Fonnum, 1987) . Injecté dans le cortex prépiriforrne, il multiplie par quatre le

taux de GABA local et exerce un effet anticonvulsivant vis-à-vis de crises induites par

une injection i. v. de bicuculline , mais il est inefficace contre les crises maximales

induites par électrochoc (MES)(Piredda et al., 1987). En clinique. ce composé s'est

avéré efficace chez des patients épileptiques (dans Fonnum, 1987) .

La GABA-T peut donc être inhibée par différentes substances et son

inhibition aboutit à une forte augmentation des concentrations cérébrales en GABA.

Toutefois. cette enzyme est largement distribuée dans le SNe. il est donc probable que

son inhibition augmentera surtout la concentration en GABA extra-synaptique. De

plus, le GABA libéré par les synapses est inactivé principalement par les systèmes de

recapture et non par son catabolisme. Mais. jusqu'à la découverte très récente

d'inhibiteurs de la recapture franchissant la BHE. il n'existait pas d'autre possibilité,

pour élever efficacement les taux centraux de GABA. que d'employer ces inhibiteurs

de la GABA-T. Par ailleurs . malgré l'apparition d 'agonistes et d'antagonistes

spécifiques permettant d'affecter spécifiquement une ou plusieurs sous-catégories de

récepteurs GABA, il est toujours intéressant. en particulier pour les études

comportementales, d'utiliser dans un premier temps, des substances qui augmentent

les taux de GABA (par exemple : inhibiteurs de la GABA-T ou de la recapture du GABA)

et ensuite. si un effet est observé. d'utiliser des substances spécifiques d'un sous-type

de récepteur.

A l'inverse. pour diminuer l'activité GABAergique. on peut utiliser le 3­

mercaptopropionate (3-MP) et la D.L-allylglycine (Tableau 5) qui inhibent la

synthèse du GABA en agissant sur la GAD.
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Figure Il: Etude comparative de la relation structure-activité chez certains
analogues du GABA. A-B: inhibition de la liaison au récepteur GABAA;
UPT-S: inhibition de la recapture synaptosomale; N/G: rapport entre les
affinités pour la recapture neuronale (N) et gliale (G) du GABA, une
valeur élevée indiquant une sélectivité pour la recapture neuronale, et
une valeur faible indiquant une sélectivité pour la recapture gliale
(d'après Krogsgaard-Larsen et al., 1988a).



5 . Les inhibiteurs de la recapture du GABA

L'inhibition des mécanismes de recapture représente un moyen

intéressant pour stimuler la neurotransmission GABAergique. Les mécanismes de

reprél èvernent, au niveau des neurones et des cellules gliales, ont des spécificités

différentes en ce qui concerne leurs substrats et leurs inhibiteurs (Tableau 6 ;

Krogsgaard-Larsen et al., 1987). Les inhibiteurs de la recapture neuronale ont des

propriétés convulsivantes et les inhibiteurs sélectifs de la recapture gliale ont des

effets anticonvulsivants (Krogsgaard-Larsen et al., 1987).

Pour agir uniquement sur les mécani smes de recapture, il fallait d'abord

séparer l'affinité pour les récepteurs GABAA de l'affinité pour les systèmes de

recapture. Le muscimol , par exemple, possède ces deux affinités. En le transformant

en thiomuscimol ou en (S)-DHM, on élimine l'affinité pour le système de recapture,

sans perdre l'activité d'agoniste GABAA ' En transformant le muscimol en THIP ou en

THPO (4,5,6,7-tétrahydro-isoxazolo-[4 ,5-c]-pyridin-3-01) , on constate que le THIP est

un agoniste GABAA uniquement (Tableau 2), alors que le THPO est spécifiquement un

inhibiteur de la recapture (Tableau 6, Figure Il) . Il en est de même pour

l'isoguvacine et la guvacine , ou pour l'acide isonipécotique et l'acide nipécotique

(Figure 12). L'acide isonipécotique , l'isoguvacine et le THIP reflètent la conformation

active du GABA sur les récepteurs GABAA' En ce qui concerne l'acide nipécotique, la

guvacine et le THPO, aucune partie de ces molécules d'inhibiteurs de la recapture du

GABA ne reflète exactement la molécule de GABA (Figures 11-12). On peut en déduire

que le GABA adopte des conformations différentes lorsqu'il se lie soit au récepteur

GA B A A soit au transporteur.

L'acide nipécotique est un puissant inhibiteur de la recapture neuronale et

gliale. Il est légèrement plus puissant pour la recapture gliale, comme le montre le

rapport entre l'affinité pour la recapture neuronale et gliale, N/G, de 0.5

(Krogsgaard-Larsen et al. , 1988a Figure Il). La guvacine a un profil

pharmacologique pratiquement similaire , mais c'est un inhibiteur de la recapture

gliale un peu plus sélectif (rapport N/G de 0.25).

Une grande partie des inhibiteurs de la recapture du GABA traversent

difficilement la BHE. La guvacine et l'acide nipécotique, par exemple montrent des

effets pharmacologiques très fa ibles après administration systémique. Des

prodrogues et des analogues de l'acide nipécotique et de la guvacine ont donc été

développés (Tableau 6). Les esters éthyliques de ces composés, par exemple, sont des

prodrogues efficaces, mais ils ont également des effets cholinergiques, ce qui limite

leur utilisation. Toutefois, l'ester éthylique de l'acide nipécotique traverse la BHE

après administration systémique, il est ensuite hydrolysé et libère le composé parent

dans le cerveau en 30 mn (dans Krogsgaard-Larsen et al., 1988a). En rajoutant un

groupement 4,4-diphényl -3-butényl (OPB) sur l'atome d'azote de l'acide nipécotique
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et de la guvacine, on obtient des analogues plus efficaces que les composés d'origine

à la fois in vitro, en ce qui concerne l'inhibition de la recapture du GABA par des

synaptosomes et in vivo (Yunger et al., 1984). Les analogues OPB de l'acide

nipécotique et de la guvacine sont le SK&F-89976-A et le SK&F-I00330-A,

respectivement (Tableau 6, Figure 13). Ces composés traversent la BHE grâce à la très

grande lipophilie du groupement OPB, ce qui permet d'étudier leurs effets

pharmacologiques après administration systémique. Le SK&F-89976-A et le SK&F­

100330-A ont des effets antinociceptifs et sont des inhibiteurs puissants des

convulsions induites par le PTZ chez le rat (Yunger et al., 1984). Le deuxième composé

protège également les rats contre les MES, mais aucun des deux n'affecte ni les MES

ni les convulsions induites par le PTZ chez la souris (Yunger et al., 1984). Or, les MES

et les convulsions induites par le PTZ, chez le rat et la souris , sont considérées comme

des indicateurs de l'efficacité anticonvulsivante chez l'homme (Yunger et al., 1984),

il est donc difficile de prédire leurs effets antiépileptiques . Le SK&F-lO0330-A et le

SK&F-89976-A ont montré, chez la gerbille épileptique, des effets anticonvulsivants

plus puissants que ceux de l'ester éthylique de l'acide nipécotique (dans Krogsgaard­

Larsen et al., 1988a) . De plus, le SK&F-100330-A et le SK&F-89976-A produisent des

effets anticonvulsivants dose-dépendants sur les crises provoquées chez des rats par

embrasement des noyaux amygdaliens, et, contrairement au OZP, ces composés

n'induisent pas d'effets sédatifs significatifs aux doses anticonvulsivantes (Schwark

& Lôscher, 1985). Les profils anticonvulsivants du SK&F-89976-A et du SK&F-100330-A

sont résumés dans le Tableau 7.

En résumé. un grand nombre de composés ayant des actions spécifiques

sur différents mécanismes synaptiques GABAergiques ont été synthétisés au cours

des dix dernières années. Plusieurs d'entre eux se sont avérés très prometteurs dans

le traitement de l'épilepsie, la spasmophilie, l'anxiété et la dépression . En raison du

large éventail d'action du système GABAergique, des effets secondaires comme la

sédation apparaissent et posent des problèmes. Le THIP a été le sujet de nombreuses

études pharmacologiques, et, en clinique humaine, il a montré des effets intéressants

(Tableau 2). Toutefois, il ne présente que de faibles propriétés antiépileptiques ,

accompagnées d'effets secondaires tels que la sédation et l'ataxie, ce qui le rend

inacceptable pour la thérapie humaine (Hoehn-Saric, 1983) . De nouveaux types

d 'agonistes GABAA sont indispensables, peut-être des agonistes partiels, produisant le

même profil pharmacologique, mais dépourvus de la composante sédative. Le 4-PIOL,

par exemple, est un composé intéressant puisqu'il montre un profil d'agoniste GABAA

nouveau, sans effet sur le couplage GABA/BZO (Tableau 2). Le nouveau type de

composés représenté par le SK&F-100330-A et le SK&F-89976-A, ayant des effets

anticonvulsivants importants chez l'animal, est très intéressant, par rapport au THIP

qui a des propriétés anticonvulsivantes très faibles ou au progabide qui doit être

17



ACIDES AMINES PARENTS

UPT-S

OH

H 2N~

GABA

2.6

HO IHI II
1o

acide (R) ­
nipécotique

1.7

HtJ10H

acide (S) ­
nipécotique

9.9

H ~~OH

V I~

Guvacine

4.9

HCd

OH

Ilo
OH

acide cis-4-0H­
nipécotique

4.6

ANALOGUES DPB

UPT-S 17

SK&F
-89976-A

0.11

Qo
( ~
()1

0H

I l

o

SK&F
-89976-A

1.9

SK&F
-10033O-A

0.20

~
( ':
()i

0H

I lo
OH

0.26

Figure 13: Etude comparative de la relation structure-activité chez certains
inhibiteurs de la recapture du GABA et de leurs analogues DPB (4,4­
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Méthode EDSO anticonvulsivante (mg/kg)
d'induction SK&F-89976-A SK&F-I00330-A DZP
de la crise Espèce i.p. p.o. i.p. p.o. i.p. p.o. Références

Bicuculline Rat 11.3 6.4 0.48 Lëscher 1986a;
Yunger et al. 1984

Strychnine Rat >32 >.l) 2.5 Lësche r 1986a;
Yunger et al. 1984

PTZ Rat 6.3 8.5 1.8 5.8 0.6 1.7 Lëscher 1986a;
Yunger et al. 1984

PTZ Souris - ->15 !lIÛ,4 Yunger et al. 1984

MES Rat >.l) fi) 15 11.4 5 5.6 Lëscher 1986a,b;
Yunger et al. 1984

MES Souris >KD >KD 10 Lëscher 1986a,b;
Yunger et al. 1984

Embrasement Rat IS 4.6 1.9 Lëscher 1986a;
amygdalien Schwark &

Lôscher 1985
Jet d'air Gerbille 4.1 1.6 0.22 Lëscher 1986a,b

Tableau 7: Valeurs des ED50 anticonvulsivantes du SK&F-89976-A, du SK&F-I00330-A
et du DZP (d'après Lëscher, 1986a,b).



administré à de très fortes doses pour provoquer des réductions significatives des

symptômes chez les patients épileptiques. De plus. le fait que les effets

anticonvulsivants du SK&F-100330-A présentent moins d'effets sédatifs que le DZP, est

très prometteur.

D. Implications physiolol:iQues des récepteurs GABA

Les récepteurs GABAA sont distribués dans presque tout le système

nerveux des mammifères. Il semblerait que les récepteurs GABA A ex t r a-syn apt i que s

soient impliqués dans la régulation fine de l'excitabilité des cellules.

Les récepteurs GABA B seraient impliqués dans la neurodépression (dans

Fonnum, 1987) et dans la paralysie spasmodique. Dans le SNC, ils provoquent un

courant sortant de K+ qui est inhibiteur, tout comme le courant Cl- des récepteurs

GA B A A' Le contrôle négatif par la protéine kinase C pourrait être en relation avec

d'autres neurotransmetteurs comme la sérotonine. En effet, la sérotonine augmente

le taux intracellulaire de diacylglycérol qui active la protéine kinase C . La protéine

kinase C pourrait également stimuler l'activité phospholipase A2. Il n'existe

apparemment pas de synapses GABAergiques hors du SNC. Cependant, de nombreux

auteurs ont noté la présence de récepteurs GABAB sur des terminaisons nerveuses

autonomes périphériques (Bowery, 1983). Dans tous les cas, leur activation diminue

la libération de neurotransmetteur excitateur dans la synapse, et diminue ainsi, la

réponse post-synaptique. Toutefois, l'activation de ces récepteurs ne bloque jamais

complètement la libération de neurotransmetteur. on a seulement observé une

réduction de 50% (Bowery, 1983). La libération de neurotransmetteur au niveau

synaptique met en jeu des flux calciques. Or. le GABA inhibe les courants calciques.

Donc , il semblerait que les ré cepteurs GABAB pré-synaptiques contrôlent la

transmission synaptique en inhibant la libération de neurotransmetteur.

E. Les voies GABAeniQues

Les synapses GABAergiques sont vitales pour le fonctionnement du SNe. En

effet, une dépression du fonctionnement synaptique GABAergique peut provoquer

une hyperexcitahilit é, des convulsions et la mort. Le GABA est largement distribué

dans toutes les régions du SNC sauf dans la substance blanche. les concentrations les

plus élevées en GABA s'observant dans le globus pallidus, la substantia ni gra et

l'hypothalamus. 20 à 40% des terminaisons nerveuses peuvent contenir ce

neurotransmetteur (Matsurnoto, 1989). Donc. dans le SNC. un grand nombre de

neurones utilisent le GABA comme neurotransmetteur. C'est pourquoi il est difficile

d'établir des voies purement GABAergiques.
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Figure 14: Quatre connexions synaptiques caractéristiques des neurones
GABAergiques (en blanc). Les neurones excitateurs sont représentés en
noir. C: inhibition présynaptique; 0: rétro-inhibition (d'après Haefely,
1987).



Il existe des voies neuronales GABAergiques, formées de neurones

principaux ayant leurs corps cellulaires dans une région du cerveau et leurs

terminaisons sur des neurones principaux ou des interneurones dans une autre

région. Citons par exemple, les cellules de Purkinje du cortex cérébelleux, et la

majeure partie des neurones efférents du néostriatum. Mais , la plupart des neurones

GABAergiques sont des interneurones, localisés dans des circuits neuronaux,

exerçant leur effet inhibiteur dans leur environnement immédiat. de manière

directe ou rétroactive . Les neurones GABAergiques forment des connexions

synaptiques caractéristiques dans les circuits neuronaux du SNC (Figure 14). Un type

de connexion synaptique intervient dans ce qu'on nomme l'inhibition pré­

synaptique (Figure 14C) : une terminaison GABAergique forme une synapse avec la

terminaison d'un neurone sensoriel exc itateur, et l'effet du GABA, dans cette synapse

axo-axonale, est une réduction de la quantité de transmetteur excitateur libérée en

réponse à l'arrivée d'un potentiel d'action. Ce type d'inhibition permet de réduire

certaines stimulations d'un neurone sans modifier sa capacité de réponse à d'autres

stimulations . Un autre type d'arrangement synaptique des interneurones

GABAergiques intervient dans la rétro-inhibition (ou inhibition feedback) d'un

neurone excitateur principal (Figure 140) : à chaque fois que ce neurone envoie un

potentiel d'action, il active l'interneurone GABAergique qui se reprojette sur ce

même neurone principal. Ce type d'inhibition récurrente prévient l'activation

excessive des neurones principaux et stabilise l'activité neuronale.

1. Les neurones GABAergiques dans le cortex cérébral

On pensait généralement que le GABA contenu dans le néocortex provenait

exclusivement de neurones locaux puisqu'en séparant le cortex des couches

inférieures, on n'observait pas de réduction des paramètres GABA, c'est-à-dire des

concentrations en GAD et en GABA. principalement. Mais des études

immunohistochimiques récentes ont montré une projection GABAergique de

l'hypothalamus au néocortex (dans Fonnum, 1987). L'étude de la morphologie des

cellules GABAergiques dans le néocortex a mis en évidence une grande variété de

cellules tachetées ("stained cells") dans toutes les couches du cortex. La plupart des

cellules sont des cellules non-épineuses ("aspinous cells") et quelques-unes sont des

cellules épineuses étoilées ("spinous stellate cells") (dans Fonnum, 1987). On trouve

également des cellules en corbeille (dans Fonnum, 1987) et des cellules en lustre

("chandelier cells") (dans Fonnum, 1987). Ces interneurones GABAergiques sont

impliqués dans l'inhibition récurrente des cellules pyramidales ainsi que dans

l'inhibition directe (Figure 15a ; Haefely & Pole, 1983).
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Cortex cérébral:
Les collatérales récurrentes des cellules
pyramidales (P) activent les cellules en
corbeille GABAergiques (B) modulant la
rétroinhibition. Si on remplace la cellule
pyramidale par une cellule granulaire, ce
diagramme s'applique à l'inhi bi tion
récurrente localisée dans le gyrus
dentate.

Hippocampe:
Les collatérales récurrentes des cellules
pyramidales (P) activent les cellules en
corbeille GABAergiques (B). En plus de
cette boucle rétroactive, des afférences
extrinsèques peuvent également faire
synapse avec l'interneurone inhibiteur,
et former une boucle inhibitrice directe.

c
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Voies GABAergiques:
Elles débutent dans le noyau caudé et le
putamen (CP) et rejoignent les neurones
dopaminergiques (DA) de la substan tia
nigra (SN).

Figure 15: Diagramme schématique de certaines voies GABAergiques typiques. Les
neurones GABAergiques sont indiqués en blanc et les neurones
excitateurs en noir (d'après Haefely & Pole, 1983).



2. Les neurones GABAergiques dans l'hippocampe

Dans l'hippocampe. des études biochimiques ont révélé la présence de GAD

principalement dans deux couches , la couche granulaire/pyramidale et la couche

moléculaire (dans Fonnum, 1987). La plupart de l'activité GAD est due à des neurones

locaux. Plus précisément. on observe une forte densité de GAD et de GABA autour des

cellules pyramidales et granulaires, qui correspond aux terminaisons axonales des

cellules en corbeille (Figure 15b). Chaque cellule en corbeille entre en contact avec

des centaines de cellules pyramidales. Les cellules en corbeille sont des

interneurones inhibiteurs · GABAergiques . ..La stimulation d'une cellule pyramidale

provoque par rétroaction. l'inhibition de cette même cellule pyramidale et le blocage

d'autres cellules pyramidales qui n'ont pas été stimulées. Le système septo­

hippocampal serait responsable du contrôle de l'anxiété (Gray , 1988).

3 . Les neurones GABAergiques dans les ganglions basaux (noyaux gris

centraux)

La localisation et la fonction du GABA ont été très étud iées dans les

ganglions basaux. en raison de leur implication dans plusieurs désordres

neurologiques . On trouve de s taux de GABA moyens dans le noyau caudé et le

putamen, et des taux élevés dans le globus pallidus, la substantia nigra et le noyau

pédonculaire (Fonnurn , 1987). Dans le noyau caudé et le putamen, il s'agit de

neurones locaux et de neurones se projetant dans la substantia nig ra (Figure 15c).

Dans le globus p allidus, le GA BA est localisé dans des terminaisons qui entourent les

corps cellulaires et les dendrites d'autres neurones. En fait. l'activité GABA dan s le

globus pallidus provient des cellules du noyau caudé et du putamen (Fonnum, 1987).

De plus. des neurones GABAergiques en provenance du noyau subthalamique

aboutissent dans le globus pallidus et inversement, le globus pallidus envoie une

projection GABAergique vers le noyau subthalamique.

Dans la sub stantia nigra, l'activité GABA provient d'un petit nombre de

neurones locaux dans la substantia nigra pars reticulata, mais surtout de neurones

partant du striatum (voie GABAergique striatonigrale), et pour une part mineure, de

neurones du putamen et du noyau caudé (Figure 15c) . En effet. la voie

extrapyramidale .est presque entièrement GABAergique. Elle relie le striatum à la

substantia nigra pars reticulata . Dans ce cas, il ne s'agit pas d'interneurones, mais

d'axones longs. Dans la substantia nigr a pars comp acta, environ 80% des

terminaisons nerveuses sont GABAergiques, et on peut estimer que chaque corps

cellulaire et chaque dendrite dans la substantia nigra est associé à des terminaisons

GABAergiques (dans Fonnum, 1987). Les cellules GABAergiques de la substantia nigra
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Bulbe olfactif:
Les axones des neurones ré­
cepteurs olfactifs (OR) exci­
tent, par une voie monosy­
naptique, les cellules mi­
trales (M) dont les axones
forment le tractus olfactif
latéral (LOT). Une synapse
dendro-dendritique réci­
proque (bi-directionnelle),
entre une cellule mi tral e
(en pointillé) et l'épine
d'une cellule granulaire
GABAergique (Gr), est re­
présentée dans l'encart.

e Cortex cérébelleux et
noyau de Deiters:
Les deux afférences excita­
trices du cortex cérébelleux
sont les fibres grimpantes
(cf) et les fibres moussues
(mf). Le seul neurone effé­
rent, la cellule de Purkinje
(P), est excité par les fibres
grimpantes et par les fibres
parallèles , ces dernières
étant les axones des cellules
granulaires (Gr). Les fibres
parallèles excitent égale ­
ment les dendrites des cel­
lules étoilées (St), des cel­
lules en corbeille (B) et des
cellules de Golgi (Go). Les
axones des cellules de
Purkinje inhibent, par une
voie monosynaptique, des
neurones du noyau vestibu­
laire latéral de Deiters (D).

Figure IS suite: Diagramme schématique de certaines voies GABAergiques typiques.
Les neurones GABAergiques sont indiqués en blanc et les neurones
excitateurs en noir (d'après Haefely & Pole, 1983).



se projettent dans le colliculus supérieur, dans certains noyaux thalamiques et dans

l'aire tegmentale.

Le nucleus accumbe ns et les bulbes olfactifs contiennent plus de GABA que

le noyau caudé et le putamen. Il s'agit d'interneurones locaux mais également de

neurones se projetant dans le g/obus pallidus (dans Fonnum, 1987). Les cellules

mitrales représentent la principale voie efférente du bulbe olfactif. Les dendrites des

cellules mitrales forment des synapses dendro-dendritiques réciproques avec les

épines dendritiques des cellules granulaires, qui sont dépourvues d'axones (Figure

15d ; Haefely & Pole, 1983). Cet arrangement synaptique réciproque est unique,

l'excitation des dendrites de la cellule granulaire par un potentiel d'action dans la

cellule mitrale ne nécessitant pas la genèse d'un potentiel d'action dans la cellule

granulaire. mais seulement un phénomène local dans l'épine dendritique.

Le thalamus n'est pas particulièrement riche en GABA, le noyau réticulé

constituant la source majeure de neurones GABAergiques. Ces derniers se projettent

dans les autres régions du thalamus (dans Fonnum , 1987). Par ailleurs, le thalamus

reçoit des terminaisons GABAergiques provenant de la substantia nigra pars

l'crieu/ara (Fonnum, 1987).

L'hypothalamus est une région riche en GABA, en particulier l'aire

hypothalamique préoptique et l'aire hypothalamique antérieure (dans Fonnum,

1987). D'ailleurs, certaines expériences suggèrent que le GABA modifie la sécrétion

d'un grand nombre d'hormones adéno- et neurohypophysaires et de neuro­

hormones hypothalamiques, en particulier l'ACTH. l'hormone de croissance.

l'hormone lutéinisante et la prolactine (Paredes et Âgrno, 1992 ; revue dans Racagni

& Donoso, 1986).

4. Les neurones GABAergiques dans l'amygdale

Dans l'amygdale. qUI Joue un rôle majeur dans l'agressivité , le GABA est .

plus concentré dans les noyaux phylogéniquement anciens (noyaux médian . cortical

et ventral) que dans les noyaux plus récents (noyaux latéral et basolatéral) (dans

Fonnum, 1987).

5 . Les neurones GABAergiques dans le cervelet

Dans le cervelet, les cellules de Purkinje, les cellules étoilées, les cellules

en corbeille et les cellules de Golgi utilisent le GABA (Figure 15e)
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Noyaux dorsaux:
Les fibres de la colonne dorsale excitent
des cellules relais (R) par une voie
monosynaptique. Des collatérales des
afférences primaires font synapse avec
des interneurones GABAergiques qui
effectuent une inhibition post­
synaptique (à gauche) et présynaptique
(à droite) des cellules relais.

Moelle épinière:
A droite de la figure, sont présentées les
voies inhibitrices présynaptiques. PAl est
une fibre musculaire afférente excitant
par une voie monosynaptique, un moto­
neurone M. PAZ représente un neurone
sensoriel cutané faisant synapse avec un
intemeurone excitateur qui, à son tour,
active l'interneurone GABAergique qui
forme une synapse axo-axonale avec la
terminaison PAl. A gauche, sont repré­
sentées deux voies inhibitrices post-sy­
naptiques. Une collatérale récurrente du
motoneurone active des in terneurones
(les cellules de Renshaw) dont un certain
nombre sont GABAergiques et qui modu­
lent la rétroinhibition. Le neurone PA3
représente une fibre musculaire affé­
rente en provenance d'un muscle anta­
goniste à PAl; via une voie disynaptique,
il produit une inhibition post-synaptique
directe du motoneurone. En réalité, la
cellule de Renshaw n'est pas identique à
l'interneurone (glycinergique) intercalé
dans la voie inhibitrice anta onisti ue.

Figure IS suite: Diagramme schématique de certaines voies GABAergiques typiques.
Les neurones GABAergiques sont indiqués en blanc et les neurones
excitateurs en noir (d'après Haefely & Pole, 1983).



a. Les celiu/es de Purkin;e

Le cortex cé ré be lle ux es t un e régi on parti culièrem ent ri che en neurones

GAB Aerg iques. Les ce ll ules de Purkinj e (Figu re l5 e) son t de g ros neurones sit ués

dan s l'écorce céré be ll euse . Ell es cons ti tuent la se ule vo ie e ffé rente du ce rv ele t. Les

fibres e t les axones des ce llu les de Purkinje ent ren t en co n tac t sy na ptique avec les

neuron es locali sés dan s les noyau x cé rébe lle ux profond s et les noyau x ves t ibula ires ,

en particulier le noyau de De ite rs. Si on st imule les ce llu les de Purk inje , on obtient

un e hype rpol ari sati on des ce llules de ces noyaux et ce sont des récepteurs GABAA qu i

int e rvi ennent.

b. Les infern eurones cérébelle ux

Les fibres g rim pan tes (cf) et les fibres moussu es (mf) so nt les deu x se ules

vo ies afféren tes au ce rve le t. e t ell es so nt exc ita t rices (Figure l5 e) . Tou s le s

inte rne urones inhi bite u rs qu i ent re nt en co n tac t directement ou indirectem ent avec

les ce ll u les de Purkinjc, util isent le GABA : il s'ag it des ce llu les éto ilées, des cellu les

en co rbei lle e t des ce ll ules de Gol g i. Un se ul type de neuron es uti lise un autre

neurotran sm etteur. ce so nt les ce llu les gra nula i res g lutam ate rg iq ues . S i on s t im ule

élec tri q ue ment la surface du ce rv e le t , on exci te les fibres par all èl es des ce ll u les

gra nulai res. Un sti m ulus iso lé active d'ab ord les neurones de Purkinj e e t ens uite, par

l'inhibi tion des ce ll ules é to ilées e t des ce llules en co rbe i lle , produit un e péri od e de

sile nce da ns les ce llules de Purk inje.

6. Les neurones GABAergiques dan s le bulbe rachidi en

Le noyau du raphé contie nt un tau x de GABA relativement él ev é . Celle

ac t iv ité G ABA pro viendrait d ' interneuron es e t de neuron e s sé ro to ne rgi q ues

(Fo nnum , 1987 ). En effe t. le GABA et la sé ro to nine co existeraient d an s ce rtai ns

neuron es sé ro to ne rg iques du raph é (dans Fonnurn , 19 87 ). De plu s, l 'inj ecti on

d'agon ist es GAB A dans les noyau x duraph é rédui t le turnover de la sé ro to nine dan s

to u tes les région s co nte na n t des terminai son s sé ro to ne rg iques (da ns Fonnum , 1987) .

Ce t effe t se rai t d û à un e ac tio n des interneurones GABAergiques sur le s cellules

sé ro to ne rgi q ues dans les noyau x du raph é. D' autre part , comme le montre la Fi gure

15r. il ex is te, dan s les noyau x dorsau x, des interneurones GABAergiques effectuant

un e inhibit ion pré- ou post- syn aptiqu c .

Les inform ati on s conce rn an t le s fibr es GABAergiques dans le s autres

région s mésencéphaliques sont peu nombreuse s. On trouve une activité GABA dans la

m atière grise périaqueduc al e. Le s noyaux oculo-moteurs reçoiv ent une afférence

GABAergique en provenan ce des noyaux ve stibulaires supérieurs (d ans Fonnum ,
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1987). Le noyau cochléaire présente une forte activité GABA : les cellules en roue de

charrette ("cartwheel ce ll s"), les cellules étoilées, les cellules de Purkinje et

probablement les cellules de Golgi sont GABAergiques (dans Fonnum , 1987). Les

afférences cardio-pulmonaires aboutissent dans le noyau du tractus solitaire. Cette

région innerve fortement les neurones du bulbe rachidien ventral rostral et

ventrolatéral caudal. Dans le bulbe rachidien ventral rostral, le GABA et le muscimol

réduisent la pression artérielle alors que la bicuculline l'augmente. Dans le bulbe

rachidien ventrolatéral caudal, les effets sont opposés (dans Fonnurn , 1987) .

7 . Les neurones GABAergiques dans la moëlle épinière

Les neurones GABAergiques dans la moëlle épinière sont en général des

neurones intraspinaux à axone court. Les terminaisons GABAergiques modulent

l'inhibition pré-synaptique des terminaisons afférentes primaires (dans Fonnurn ,

1987) et certains interneurones GABA sont impliqués dans l'inhibition post­

synaptique (Figure 15g).

8 . Le GABA dans les tissus périphériques

Chez les mammifères, les organes périphériques présentant des taux élevés

en GABA ou en GAD sont les cellules P des îlots pancréatiques où ils coexistent avec

l'insuline. mais également l'oviducte. le rein. le système nerveux entérique et les

trompes de Fallope. On ne connaît pas encore les fonctions du GABA dans ces tissus.

Dans l'intestin et les ovaires. on trouve également du GABA, mais en faibles

concentrations (Fonnurn , 1987). Dans les ovaires, il a été montré que le GABA ne se

trouvait pas dans des cellules nerveuses. Par contre, le GABA entérique est localisé

dans des cellules nerveuses. Dans la majorité des autres tissus. la localisation exacte

n'a pas encore été déterminée. Les mécanismes d'inactivation et de libération du

GABA semblent communs aux neurones centraux et périphériques (dans Paredes et

Âgmo, 1992).

Les agents GABAergiques modifient la motilité intestinale en agissant

directement sur le système -- ne rveux "enté r iq ue . En effet. le muscimol inhibe la

motilité intestinale in vivo s'il est administré par voie systémique mais n'a aucun

effet s'il est infusé dans les ventricules cérébraux (dans Paredes et Âgmo, 1992). Par

contre, le baclofène stimule la motilité duodénale après administration centrale et

périphérique. suggérant ainsi un site d'action central. L'effet périphérique de

l'agoniste GABAA pourrait être important dans le contrôle de la prise alimentaire. De

même. les effets centraux de l'agoniste GABAB pourraient jouer un rôle dans la prise

alimentaire mais de manière indirecte. l'effet primaire étant la modification de la

motilité intestinale.
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Au niveau des ovaires. le GABA augmente la sécrétion d'œstradiol et réduit

celle de progestérone (dans Paredes et Âgmo, 1992). De tels effets pourraient être

d'une grande importance dans les études du comportement sexuel des rats femelles .

De plus. cet effet local sur les ovaires pourrait être accentué par les effets du GABA

sur la sécrétion hypophysaire des gonadotrophines.

En ce qui concerne les organes reproducteurs mâles, le canal déférent des

souris et des cochons d'Inde possède des récepteurs GABAB et on a trouvé du GABA

dans les testicu les, l'épididyme, le canal déférent, la prostate et les vésicu les

séminales (dans Paredes et Âgrno, 1992). Le rôle fonctionnel du GABA dans les glandes

sexuelles accessoires est inconnu. mais il a été montré que le GABA stimulait la

production testiculaire d'androgènes et augmentait la réponse aux gonadotrophines .

Les agents GABAergiques modifient également la libération de

catécholamines et de peptides de type enképhaline par les surrénales . De plus. les

cellules chromaffines contiennent de la GAD et sont capables de synthétiser, stocker

libérer et inactiver le GABA. Les effets directs du GABA sur la production d'hormones

par les surrénales pourraient devenir importants dans les situations où le stress

constitue une part majeure de la procédure expérimentale.

En résumé, il serait opportun d'établir quels effets comportementaux des

agents GABAergiques sont modulés par le SNC ou par des actions périphériques ,

avant d'attribuer les effets de ces agents au SNe. Notons que la technique des GABA­

SLC devrait permettre d'éliminer en grande partie les effets périphériques puisque

très peu de GABA serait libéré au niveau périphérique.

F . Effets comportementaux du GABA

La pharmaco logie ct la biochimie du GABA ont fait l'objet de plusieurs

revues (Tapia . 1983 Fonnum. 1987 . Lloyd & Morselli. 1987) . Par contre. en ce qui

concerne les données comportementales de base sur le GABA. très peu de revues ont

été faites en dehors d'une revue très récente (Paredes & Âgmo, 1992). De plus. les

effets comportementaux peuvent être très différents en fonction des sous-catégories

de récepteurs GABA concernées . T rès peu de données comportementales prenant en

compte les récep teurs sont disponibles. "m ais cette lacune tend à être comblée grâce

aux nomb reuses substances GABAergiques spécifiques des différents récepteurs

aujourd'hui disponibles.

Le GABA est imp liqué dans la régulation d'un grand nombre de

mécanismes physiologiques. y compris la sécrétion d'un certain nombre d'hormones

(Racagni & Donoso, 1986). Les effets physio logiq ues du GABA peuvent influencer le

comportement et doivent donc être pris en compte lors des études comportementales .

Avant de déve lopper les effets comportementaux du GA BA, citons quelques exemples
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d'effets physiologiques du GABA pouvant induire des modifications

com portemen tales.

Le premier exemple concerne les effets du GABA sur l'hypophyse : la

libération de toutes les hormones pituitaires est susceptible d'être modifiée par le

GABA . Les effets endocrines du GABA peuvent donc être très complexes et avoir des

conséquences multiples sur le comportement.

De même. les agents GABAergiques montrent des effets sur la

thermorégulation susceptibles d'influencer la balance énergétique et par

conséquent, la prise de nourriture. Le comportement alimentaire est effectivement

sous contrôle GABAergique (Krogsgaard-Larsen et al .. 1988a). Plusieurs études ont

montré que des inhibiteurs de la GABA-T induisaient une réduction dose-dépendante

et durable de la prise alimentaire mais à des doses inférieures à celles qui modifient

la température corporelle ou les fonctions motrices (Cooper et al.. 1980). Il semble

donc que les effets anorexiques ne soient pas secondaires aux effets sur les fonctions

motrices ou sur la thermorégulation . D'autres études employant, non pas des

inhibiteurs de la GABA-T. mais des agonistes GABA comme le muscimol, montrent une

augmentation de la prise de nourriture et il apparaît que la majorité des données

publiées soit en faveur d'une stimulation de la prise alimentaire par les agonistes

GABA, plutôt qu'une inhibition.

Le GABA joue également un rôle dans le contrôle des fonctions cardio­

vasculaires (DiMicco et al .. 1984). Une injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) de

THIP réduit la pression sanguine et le rythme cardiaque alors qu'une injection

systémique de THIP n'affecte pas significativement ces fonctions. D'autre part.

l'administration systémique de GABA ou d'isoguvacine a des effets cardio-vasculaires

significatifs. qui peuvent être bloqués par le BMC. Etant donné que le THIP est

capable de traverser la BHE, contrairement au GABA et à l'isoguvacine, ces résultats

indiquent que des récepteurs GABA périphériques interviennent dans la régulation

cardio-vasculaire . Le GABA ct certains agonistes GABA produisent une dilatation

dose-dépendante de segments artériels isolés de chat et de chien. apparemment par

l'activation de récepteurs GABA ayant des caractéristiques pharmacologiques

similaires à celles des récepteurs GABA post-synaptiques centraux (Krogsgaard­

Larsen et al ., 1988a).

Par ailleurs. des études pharmacologiques montrent que le GABA joue un

rôle dans la spasmophilie (Krogsgaard-Larsen et al .• 1988a.b). En clinique. le

baclofène et le THIP sont efficaces dans certains types de paralysie spasmodique. Ces

effets pourraient s'expliquer par une action sur l'inhibition pré-synaptique des

réflexes monosynaptiques dans la moëlle épinière.
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1. Effets anticonvulsivants du GABA

Les origines de l'épilepsie peuvent être multiples. Dans certains cas. il

s'agit d'une diminution des taux de GABA et dans d'autres. d'une augmentation des

taux d'acides aminés excitateurs. L'analyse d'échantillons de tissu cérébral prélevés à

proximité de foyers de crise sur certains patients épileptiques ou sur des animaux

rendus épileptiques. a révélé une atteinte sévère du système GABAergique

(Krogsgaard-Larsen et al.• 1988a) . Dans différents modèles de l'épilepsie. on a

également mesuré de faibles taux de GAD et une réduction de la capacité de

prélèvement de GABA. ces observations reflétant probablement des stades plus ou

moins avancés de dégénérescence des neurones GABAergiques (Olsen et al.. 1985).

Par ailleurs. chez la gerbille sensible aux convulsions. la densité en récepteurs

GABA/BZD est plus faible dans le cerveau moyen que chez la gerbille résistante aux

convulsions et cette diminution pourrait contribuer à l'apparition des convulsions

(Olsen et al., 1985). Ainsi. de nombreux auteurs ont suggéré que le GABA jouait un

rôle important dans les activités convulsivantes (exemple : Tower, 1976 ; Woodbury.

1980) et anticonvulsivantes (exemple: Piredda et al., 1987).

Différentes revues sur les données concernant le GABA et l'épilepsie ont

été réalisées (Lippa et al.. 1980 ; Lôscher, 1982 ; Lloyd & Morselli. 1987) montrant

qu'une réduction du fonctionnement des synapses GABAergiques produisait des

convulsions . Le blocage direct des récepteurs GABAA par la bicuculline ou la

picrotox ine , ou encore l'inhibition de la synthèse du GABA par des inhibiteurs de la

GAD produisent des crises (dans Paredes & Âgrno, 1992). Pourtant. le THIP et le

muscimol sont inefficaces dans certains modèles animaux de l'épilepsie (Lôscher &

Schwark , 1985 ; Paredes & Âgrno, 1992). le THIP étant toujours deux à cinq fois moins

efficace que le muscimol. Toutefois. chez la souris atteinte d'une épilepsie déterminée

génétiquement. le THIP. administré par voie systémique. supprime efficacement la

crise (Lëscher. 1982) et. chez les souris DBA/2. il réduit les crises audiogèniques

(dans Krogsgaard-Larsen et al.. 1988a). Contrairement aux agonistes GABAB comme le

bac lofène. les agonistes GABAA ont des effets anticonvulsivants, mais leur profil

anticonvulsivant est plus réduit que les substances provoquant une activation non

spécifique de la transmission : GABAergique . Parmi ces substances. les inhibiteurs de

la recapture du GABA comme le SK&F-89976-A ont des propriétés anticonvulsivantes

plus importantes que les inhibiteurs de la GABA-T. Il semblerait que les effets

anticonvulsivants des inhibiteurs de la recapture du GABA soient liés à l'activation de

récepteurs GABA différents des récepteurs GABAA et GABAB (dans Paredes & Âgmo,

1992).

La subst ant ia ni gra est l'un des sites où le GABA exerce ses effets

anticonvulsivants. probablement en interférant avec la propagation de la crise

(Gale. 1985). Mais. les crises ne peuvent pas être initiées dans la substantia nlg ra
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avec des antagonistes GABA. C'est pourquoi il doit y avoir au moins une autre région

dans le SNC où des changements dans la transmission GABAergique peuvent

déclencher des crises. Gale & Piredda (dans Krogsgaard-Larsen et al ., 1988a) ont

identifié une petite région dans le cortex prépiriforme profond du rat. qu'ils ont

appelée "are a temp esta s", à partir de laquelle des crises motrices bilatérales sont

provoquées par application directe de très petites quantités de bicuculline (Piredda et

ai ., 1985). La transmission GABAergique pourrait jouer un rôle dans l'inhibition de la

genèse des crises dans cette région (dans Piredda et al., 1987) et par conséquent, dans

le développement de crises en réponse à une déficience de la transmission

GABAergique. En effet. lorsqu 'on injecte dans le cortex prépiriforme du y-vinyl­

GABA, un inhibiteur de la GABA-T, le taux de GABA local est multiplié par quatre et on

observe un effet anticonvulsivant vis-à-vis de crises induites par une injection i.v .

de bicuculline (Piredda et al ., 1987). Par contre, le y-vinyl-GABA est inefficace contre

les MES (Piredda et al.. 1987), qui elles, ne dépendent pas du cerveau antérieur mais

du tronc cérébral (dans Piredda et al .. 1987) .

Chez l'homme, plusieurs substances GABAergiques sont efficaces dans le

traitement de j'épilepsie (Lloyd & Morselli, 1987), mais ces effets anticonvulsivants

s'accompagnent souvent d'effets sédatifs et ataxiques . C'est pourquoi la

caractérisation des sous-catégories de récepteurs GABA impliquées s'avère

indispensable pour le développement de composés antiépileptiques plus spécifiques

et applicables en clinique .

2. Rôle du GABA dans d'autres désordres neurologiques et

psychiatriques

La découverte du rôle important joué par des dysfonctions du GABA dans

certains désordres neurologiques et psychiatriques a suscité un intérêt grandissant

pour la pharmacologie du GABA :

Des taux anormalement faibles de GABA et de GAD ont été mesurés dans le

liquide céphalo-rachidien (LCR) (Uhlhaas et al. , 1986) et dans des tissus cérébraux

post-mortem de patients atteints de la chorée de Huntington, en particulier dans les

ganglions basaux (Hamel et al., 1981). De plus, des études neurochimiques ont mis en

évidence des anomalies des récepteurs GABA dans certaines régions des cerveaux de

patients choréiques (Kish et al., 1983). Malheureusement, l'utilisation thérapeutique

d'agents GABAergiques comme le progabide, le THIP et le muscimol s'est avérée

inefficace jusqu'à présent (revue dans Lloyd & Morselli, 1987).

L'hémiballisme, une autre chorée violente, présente une déficience du

système GABAergique dans les noyaux subthalamiques et le globus pallidus (Fonnum,

1987).
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De nombreuses études ont montré des dysfonctions du GABA dans la

schizophrénie. et plus précisément au niveau des interactions complexes entre le

GABA et la dopamine. Une étude. réalisée en 1975. a consisté à administrer du

baclofène à des schizophrènes et a donné des résultats prometteurs (dans Paredes &

Âgmo, 1992). Toutefois. les études suivantes ont donné des résultats controversés. y

compris avec le baclofène. Les études rapportant une diminution des symptômes

schizophrèniques sont aussi nombreuses que celles qui rapportent le contraire (dans

Paredes & Âgrno, 1992). L'intervention du GABA dans la schizophrénie a tout de même

été confirmée récemment par des études de "binding" qui ont révélé des anomalies du

récepteur GABA dans les cerveaux autopsiés de schizophrènes chroniques (Hanada et

al ., 1987). De plus. Thanker et al. (1987) ont observé une diminution du taux de GABA

dans le LCR de patients schizophrènes. Mais pour l'instant. les agonistes GABA ne

sont plus employés comme antipsychotiques.

Plusieurs auteurs ont proposé une contribution du GABA aux symptômes

des patients parkinsoniens (exemple Lloyd et al .. 1975) . En effet, on note une

diminution du taux de GABA dans les ganglions basaux et le LCR de patients

. parkinsoniens non traités (Lloyd et al .. 1975) et. durant le traitement à la Lvdopa, ces

taux redeviennent normaux (Hornykiewicz et al ., 1976).

Enfin. il faut mentionner que, dans la maladie d'Alzheimer, on note une

diminution du binding du GA BA, mais l'efficacité des agents GABAergiques dans le

traitement de cette maladie n'a pas encore été évaluée (dans Paredes & Âgrno. 1992).

En résumé, les substances GABAergiques sont encore très peu utilisées en

clinique. en dehors du traitement de l'épilepsie.

3 . Rôles du GABA dans la dépression

Les monoamines occupent une position centrale dans l'étude des

mécanismes et du traitement -De la dépression . Toutefois. une contribution du GABA

aux symptômes des patients dépressifs a été suggérée par Petty & Coffman (1984). De

plus. on a trouvé des taux de GABA plus faibles dans le LCR (dans quatre études sur

six) et dans le plasma (dans six études sur six) de patients dépressifs (dans Fonnum ,

1987). On a également montré que plusieurs substances antidépressives

augmentaient le nombre de récepteurs GABA B (dans Fonnum, 1987). Des études

cliniques préliminaires ont montré de bons résultats chez des patients dépressifs

avec le progabide et la Iengab ine , un composé agissant apparemment sur les

systèmes GABAergiques (Lloyd et al., 1987). Ainsi , de plus en plus de preuves
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s'accumulent en faveur de l'implication du GABA dans la dépression (dans Fonnum,

1987) et il semblerait que les agents GABAergiques offrent des perspectives plus

prometteuses pour les désordres affectifs comme la dépression et les désordres

maniaques que pour les autres maladies mentales majeures.

4. Rôles du GABA dans l'alcoolisme

Des taux de GABA plasmatique remarquablement faibles ont été mesurés

chez des alcooliques (Petty & Coffman, 1984) et l'éthanol aurait des effets sévères sur

les récepteurs GABA (Rastogi et al .. 1986). L'effet du THIP sur les symptômes de l'état

de manque d'éthanol a été étudié chez le rat (dans Krogsgaard-Larsen et al ., 1988a).

L'administration centrale de THIP réduit les crises audiogèniques tonico-cloniques

mais n'a aucun effet sur le tremblement des pattes antérieures .

5. Effets du GABA sur l'agressivité

Le comportement agressif est également sous contrôle GABAergique

(Krogsgaard-Larsen et al.. 1988a). On a constaté que les rats tuant les souris sont

caractérisés par des niveaux plus faibles de GABA dans les bulbes olfactifs et le

septum par rapport aux rats non tueurs. Des injections locales de GABA ou

d'inhibiteurs de la GABA- T peuvent bloquer ce type de comportement agressif alors

qu'une injection de bicuculline ou de picrotoxine peut induire le comportement

muricide (Puglisi-Allegra, 1981). L'injection i.c.v. de THIP induit un comportement

muricide chez 60 % des rats non tueurs , alors que l'injection i.c.v. de bicuculline

supprime le comportement muricide des rats tueurs (dans Paredes & Âgrno , 1992). De

même. l'augmentation des réponses agressives produite par l'isolation sociale des

souris est associée à une diminution de la concentration en GABA dans le septum, le

striatum et les bulbes olfactifs (dans Paredes & Âgrn o, 1992). L'activation des

récepteurs GABA augmente les comportements offensifs, le blocage de ces récepteurs

induit des réactions de défense et l'activité GABAergique dans la substance grise

périaqueducale joue un rôle crru que dans l'augmentation des comportements

défensifs face à un intrus (dans Paredes & Âgrno , 1992). En résumé, l'augmentation de

la neurotransmission GABAergique facilite le comportement muricide alors que la

réduction de la neurotransmission GABAergique induit le comportement de fuite et

des réponses agressives . Une activité tonique des systèmes GABAergiques pourrait

donc maintenir l'organisme dans des "limites normales" d'agression et de défense si

bien que, quand les taux de GABA sont accrus, un comportement agressif apparaît et

quand les taux de GABA sont réduits, un comportement défensif a plus de chance

d'apparaître dans un contexte de conflit (Paredes & Âgrno, 1992).
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6. Effets du GABA sur le comportement reproducteur

Les circuits neuronaux impliqués dans le contrôle de l'expression du

comportement sexuel pourraient être une cible pour les agents GABAergiques. De

plus. il existe une interaction entre les stéroïdes et le complexe récepteur GABAA

(dans Paredes & Âgmo, 1992). Par exemple. l'œstradiol et la progestérone augmentent

le nombre de sites de liaison du muscimol dans différentes régions cérébrales de rats

et de hamsters ovariectomisés. De même. l'administration de valpro ate de sodium

augmente la concentration en GABA dans l'hypothalamus et inhibe le comportement

d'œstrus chez des rats femelles intacts quand l'administration est effectuée en fin de

prœstrus. Toutefois. selon le site d'injection dans le cerveau. le comportement sexuel

femelle peut être inhibé ou facilité . En ce qui concerne le comportement sexuel mâle.

il a été montré que la concentration en GABA dans le LCR augmentait après

l'éjaculation. le GABA serait donc lié à l'inhibition du comportement sexuel qui

apparaît normalement après cet événement. En effet, le muscimol inhibe fortement

la plupart des aspects du comportement sexuel, et la bicuculline ou la picrotoxine.

injectées dans l'aire médiane pr éopti que , réduisent la latence d'éjaculation (dans

Paredes & Âgmo, 1992).

7 . Effets analgésiques du GABA

Le GABA intervient dans les mécanismes neuronaux contrôlant la douleur

(Moreau & Fields, 1986 ; Krogsgaard-Larsen et al.. 1988a). Le Lvbaclofène. le muscimol

et les inhibiteurs de la GABA-T produisent des effets analgésiques chez la souris. mais

n'agissent pas sur les mêmes récepteurs GABA : le muscimol agit par l'intermédiaire

de récepteurs sensibles à la bicucull ine, alors que les deux autres substances

impliquent des récepteurs insensibles à la bicuculline (Sawynok & LaBella, 1982) . Le

THIP montre des effets analgésiques très importants dans différents modèles animaux

et cette analgésie est insensible au naloxone, ce qui indique qu'elle n'est pas modulée

par les récepteurs opiacés. Etonnamment, l'analgésie induite par le THIP, comme

dans le cas du L-baclofène (Sawynok , 1986), ne peut pas être éliminée par la

bicuculline, ce qui pourrait refléter l'intervention d'une classe de récepteurs GABA

distincte. ,les récepteurs GABAX (Figure 9 ; dans Krogsgaard-Larsen et al ., 1988a) . Par

contre, Kendall et al. (1982 dans Krogsgaard-Larsen et al., 1988a) ont montré qu'elle

pouvait être réduite par l 'atropine et potentialisée par des substances

cholinergiques. et ont proposé l'existence d'interactions entre les neurones GABA,

les neurones cholinergiques et les systèmes opiacés centraux. Des études plus

récentes n'ont pas réussi à reproduire l'antagonisme par l'atropine de l'analgésie

induite par le THIP dans plusieurs modèles animaux mais ont mis en évidence une

sensibilité à un agoniste sérotonergique (dans Krogsgaard-Larsen et al.. 1988a). Il
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l'activité GABAergique

excess ivement élevée et

existe ra i t don c un e interaction entre les sys tè mes ce n tra ux GAB Aergiqu es et

sé ro to ne rg iques. L 'an al gési e ind uite par des subs ta nces GABAergiqu e s se ra i t

modul ée . non pas par des récepteurs GABA spina ux co mme le s uggé rai e n t le s

premières ex pé rimentations. ma is plutôt par des mécani smes GAB Ae rgiques dan s le

ce rveau anté rie ur et le mésen céphal e (Mo reau & Fields , 1986 ) . Le THIP es t un

an a lgési que appro x im ativ ement au ssi efficace qu e la morphin e , mai s leurs

efficaci tés relatives dép endent de l'espèce animale et du test utili sés. Des études

c li ni q ues su r des pati ents ayant de s douleurs c hron iques d'origine mal ign e ont

rév él é de puissants effe ts analgésiques du THIP. Mai s, chez ces pati ents cancé reux

ainsi qu e chez des pati ents anx ieux ch roniques . les effets analgésiques du THIP

s'accompa gne nt d' effets secondaires légers . not amment de s éd ati on , de nau sées et ,

dan s qu elques cas, d' euphorie. Dans un e certaine mesure. ces effets indésirables

pourraient ê tre im pu tabl es à la mauv ai se ph arm aco cinétiqu e du THIP qui né ce ssite

d 'être amé lio rée . L' insen sibil ité au nal oxon e et le manque app ar ent de dép end an ce

liée à l'anal gésie modulée par le GABA suggèrent qu e les subs ta nces GABAergiqu es

po urraient bi entôt joue r un rôle dan s le traitem ent de la douleur et de la toxicomani e

opioïde (da ns Krogsgaard -L ar sen et al .. 1988a).

8 . Effet s du G AB A sur l' acti vit é mot rice et ex plo ratrice

Parmi tou s les co mpo rteme nts affectés par le GABA. les fonc tions motri ces

so nt ce rta ine me nt les plus étud iées . L 'un des effe ts maj eurs d 'une ad m inis tra t io n

sys té m ique d'agents GABAergiques est l'hypom otilité que l'on appell e tr è s souvent

sé da t io n. Cet effet n'e st pas parti culier au GABA . En employant une do se

suffisa mme nt é levé e . on pourra obtenir de s effets moteurs avec pr esque tous le s

médi caments . Toutefoi s. le s effe ts moteurs do ivent être pri s en compte dans toute

ana lyse des effe ts co mpo rte me nta ux du G ABA .

W achtel & And én (1978) ont effec tué des inj ections bil at ér ales de GABA

dan s le nu e/ eus ac cumbensÔ: les rat s tém oins ayant reçu un e inj ection bil atérale de

NaCI dans le nucleus accumbens avaie nt une ac tiv ité assez é levée pend ant les l a

prem ières mn. pui s il s montraient un e d im inution rapid e de l'acti vité. c t il s

atte ignaie nt un ni veau à peu près stable au bout d'un e h ; Par co ntre. les rats ayant

reçu des doses élevées de GAB A (2 x 250 u g) présentai en t une d iminution de l'activité

mot ri ce pend ant le s l a premi è res mn et ce tte hypoactivité n 'ét a it pas suivie d'une

hyperact iv ité (Wac hte l & And én, 1978 ) . En injec ta nt du GABA dan s le sys tème

ni grostriatal ou m ésolimbique. Koella (19 81) a ég aleme nt observé des effe ts sédatifs ,

se manifestant par une diminution de l'activité locomotrice.

A l'inverse . des réduction s tr ès importantes de

cé ré bra le sont sus ce ptibles d' induire une activité motrice
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incoo rdo nnée et. dans le cas extrême. des crises épi leptiques. Koell a (1 981) a effectué

des inj ections d'antagoni stes du GABA (bicuc ulline. picrotoxin e) dan s la subs tantia

Il i g ra et a montré des effe ts différents en fonction des doses admini strées : à des

dosages inférieurs à 15 u g, il a obse rvé une augmentation de l'acti vi té locom otrice et

des reni flements ; à des doses allant de 15 à 500 u g. il a ob servé des co mportemen ts

sté réo ty pés (mo rsure . claq ueme nt de dents et masti cation) ; enfin . des doses très

é levées pro voquaient des crises épi leptiques . Tomaz et al. (1988) ont montré que. chez

des rat s aya n t subi une ablatio n du tél en céphale. de s mi cro- injection s unil at érales

dan s la matière grise dorsal e p ériaqu educal e, d 'ant agonistes du GABA . co mme la

b i c ucu ll i ne , indui sai ent une activ ation co mpo rte me nta le (augme n tat io n de la

locomotion et du nombre de redre ssements. rotations et dan s certain s cas . sauts) . Dans

l'hypothal amus médi an. de telles injections prov oquaient éga lement un e trè s nette

activa tio n comportementale se man ife stant par de s comportements tel s qu e la co urs e.

les sauts et les redressement s (Tomaz et al. . 1988). Koell a ( 198 1) a suggé ré que le GABA

éta it impliqué dan s l'organi sation du repos et de la passivit é. En effet. il a obse rvé des

di ffér en ces de co ncen tra t ion en GABA dan s le SNe au co urs de la journée . la

co ncentration maxim ale co rres po nda nt au ni veau maximum d' acti vité locomotrice .

Âgmo & Giordano (198 5) ont précisé le type de récepteur G ABA impliqué

dans le contrôle de l'acti vit é locomotri ce en utili sant des agonistes GABA A (3-A PS et

THIP) e t GAB AS (bac lo fène). Ils ont ain si montré que la diminution d'acti vité

locom otri ce . indu it e par le s subs ta nces GABAergiques. ne dép endait pas des

récepteurs GAB AA . mais des récepteurs GABAS. En effet. le baclo fène é tai t la plu s

efficace des troi s subs ta nc es testée s pour diminu er l'activité locomotrice . et

prov oqu ait mêm e une imm obilité pre sque complète . alors que le 3-APS n'affect ait pas

l'activité locomotrice et que le THIP produisait un effet intermé d iaire insen sible à la

bi cu culline.

9 . Effe ts du GABA sur l'équil ibr ation

En inhi bant la dég rad ati on du GABA av ec l'AOAA . on o bse rve une

augmentation du taux de GABA dans le co rtex moteur et le ce rve le t qui porte attei nte

à l'e xécut ion harm on ieu se de s ac tes de locom ot ion appris . en part iculi er quand

l'équilibre ct la coo rdinatio n des pattes postéri eures so nt nécessaires (Koc lla , 1981 ).

10. Effets du GABA sur le tonu s muscul aire

En inje ctant par i.p. un agoni ste du GABA. le GHBA. à une dose de 1.5 g/kg,

on produit un e an esthési e complète av ec une respiration lente e l un tonu s

mu scul aire réduit.
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Il. Effets du GABA sur la mémoire et l'apprentissage

Il semblerait que le GABA intervienne également dans l'apprentissage .

Toutefois, des résultats contradictoires ont été obtenus . En effet, une injection

intraventriculaire de GABA toul de suite après la fin d'une phase d'entraînement,

augmente le nombre de réponses correctes dans les comportements de

discrimination, mais n'a aucun effet quand l'injection est retardée de 60 mn (Koella,

1981). Nabeshima et al. (1988 dans Paredes & Âgmo, 1992) montrent que la picrotoxine

et la bicuculline, admin istrées après l'entraînement, produisent un effet amnésique

dans des tests d'évitement passif. Par contre, d'autres auteurs ont montré que la

picrotoxine et la bicuculline, administrées après l'entraînement, augmentaient la

mémorisation dans l'évitement passif, l'évitement actif et l'apprentissage d'un

labyrinthe (dans Paredes & Âgrno, 1992) . En fait, ces études sont difficiles à comparer

car les procédures, les espèces et les modes d'administration utilisés sont variables.

12 . Effets anxiolytiques du GABA

En ce qui concerne l'anxiété, du point de vue biochimique et

neurophysiologique, on ne conteste plus le rôle clé du complexe récepteur GABAA

dans les effets pharmacologiques des agonistes et agonistes inverses du récepteur

BZD (Biggio & Costa, 1986). Si on augmente le fonctionnement du récepteur GABAA,

on obtient le profil d'activité caractéristique des agonistes du récepteur BZD, c'est-à­

dire effets anxiolytique, anticonvulsivant, sédatif et myorelaxant (dans Haefely,

1988) . Le profil comportemental des agonistes inverses du récepteur BZD, qui

inhibent le fonctionnement du récepteur GABAA, est diamétralement opposé à celui­

ci. c'est-à-dire effets anxiogène, convulsivant, stimulant et augmentation du tonus

musculaire. Par conséquent, il était logique de rechercher les éventuels effets

anxiolytiques des ligands des récepteurs GABA. En fait, sur le plan comportemental,

les résultats sont contradictoires et il ne semble pas toujours évident que le GABA soit

impliqué dans les mécanismes de l'anxiété. Il semblerait que tous les effets des BZD ne

soient pas liés à la neurotransmission GABAergique et que les substances

GABAergiques puissent avoir des effets différents des BZD . En effet, le récepteur

GA BAB n'est pas associé à un site BZD et, seuls les récepteurs GABAA à faible affinité

seraient associés aux BZD (dans Paredes & Âgmo, 1992) . Ainsi, au moins deux sous­

populations de récepteurs GABA seraient indépendantes des BZD, les récepteurs

GA BAB et les récepteurs GABAA à haute affinité . En ce qui concerne les récepteurs

GA BAC et GABAx. jusqu'à présent, aucune association avec les récepteurs BZD n'a été

montrée. Ces données biochimiques montrent que le GABA pourrait être impliqué

dans un grand nombre de comportements insensibles aux BZD. De même, il existe des

récepteurs BZD indépendants des récepteurs GABA (Johnston, 1986) offrant une base
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structurale pour des effets des BZD ne dépendant pas du GABA. Les concentrations en

BZD nécessaires pour modifier la liaison du GABA sont très supérieures à celles

observées à des doses de BZD efficaces en thérapeutique (dans Paredes & Âgrno, 1992).

Certains auteurs ont donc suggéré que les effets des BZD sur les fonctions motrices et

sur l'activité locomotrice, ainsi que leurs effets anticonvulsivants, dépendraient du

GABA, mais que tel ne serait pas le cas pour les effets anxiolytiques (Sanger, 1985 ;

Shephard, 1987 ; Paredes & Âgrno, 1992).

Toutefois, plusieurs expériences montrent que les effets comportementaux

des BZD peuvent être antagonisés par des antagonistes GABA comme la bicuculline ou

la picrotoxine (dans Sanger, 1985) et que certains agonistes GABA reproduisent les

effets des BZD . Le muscirno l, par exemple. est dépourvu d'activité anxiolytique

lorsqu'il est injecté par voie systémique mais lorsqu'il est administré directement

dans le cerveau, il augmente les taux de réponses punies dans les tests de conflit et

augmente la prise de nourriture. L'absence d'effet après administration systémique

pourrait être due à une faible pénétration du muscimol dans le SNe. Toutefois. le

progabide, un autre agoniste GABA qui lui, traverse facilement la BHE, ne produit

généralement pas d'effet anxiolytique. Gray et al. (1984) ont tenté de vérifier

l'hypothèse GABAergique de l'activité des agents anxiolytiques, en utilisant des

agonistes GABAA et des agonistes GABAB dans des procédures faisant intervenir soit

une punition, soit une non récompense, soit la nouveauté . De nombreuses

contradictions apparaissaient dans l'ensemble de leurs résultats mais dans

l'ensemble, ils renforçaient cette hypothèse. A l'aide d'un test de réponse à un

changement de stimulus dans un labyrinthe en T. par exemple, ils ont montré que le

CDP abolissait la tendance des rats à entrer de préférence dans le bras inconnu et que

l'effet du CDP pouvait être mimé par le muscimol. Les effets du CDP et du muscimol

étaient bloqués par la picrotoxine.

Chez l'homme. de faibles doses de muscimol calment et endorment les

patients schizophrèncs (dans Krogsgaard-Larsen et al., 1988a) . Chez des patients

souffrant d'anxiété chronique, le THIP montre des effets anxiolytiques mais ils

s'accompagnent d'effets secondaires (Hoehn-Saric, 1983). Le progabide montre

également des effets anxiolytiques chez l'homme, mais ils sont moins importants que

ceux des BZD (dans Shephard, 1987).

Des rats assoiffés, ayant reçu une injection Lv. de GABA associé à un SLC

(SLC 14). montrent. dans un test de conflit boisson/choc électrique, une augmentation

significative du nombre de coups de langue par rapport au lot contrôle. mais cet effet

n 'est pas dose-dépendant (Anderson et al.. 1987b). Les auteurs ont vérifié qu'il ne

s'agissait pas d'un effet analgésique au niveau central ou périphérique par des tests

appropriés ct qu'il s'agissait bien d'un effet du GABA au niveau cérébral. Par ailleurs,

des rats stressés soit par une procédure de handling, soit par des chocs électriques.

présentent une diminution du nombre de récepteurs GABA à faible affinité dans le
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cortex cérébral, par rapport aux rats non stressés (dans Paredes & Âgmo, 1992). Par

contre. le nombre de récepteurs GABA à haute affinité n'est pas modifié. Le handling

ou les chocs électriques produiraient donc une diminution immédiate des récepteurs

GABA et cette diminution pourrait être l'événement neurochimique majeur dans la

physiopathologie de l'anxiété (Biggio & Costa, 1986).

L'hypothèse GABAergique de l'activité anxiolytique des BZD ne peut donc

pas être écartée et l'amél ioration des méthodes de distribution cérébrale permettra

peut-être d'élucider la complexité des relations entre GABA et anxiété.

La grande diversité des effets comportementaux du GABA montre l'intérêt

de mieux connaître les différents mécanismes associés à la neurotransmission

GABAergique dans le SNC, afin de diriger des substances GABAergiques vers ces

différents mécanismes - et de développer des médicaments ayant des profils

pharmacologiques et thérapeutiques plus spécifiques. Enfin. le grand nombre de

résultats contradictoires nécessite la mise au point de méthodes de distribution

cérébrale des agents GABAergiques .

G. Interactions GAB A-BZD

Certains sites de reconnaissance des BZD sont liés du point de vue

fonctionnel à des récepteurs GABA. L'activation in vivo (Ferrero et al., 1984) et in

vitro (dans Corda et al .. 1986) des récepteurs BZD induit une augmentation de la

densité des récepteurs GABA à faible affinité qui, à son tour. induit une facilitation de

la transmission GABAergique. Il existe au moins deux sous-catégories de récepteurs

BZD (type 1 et type II) dans le cerveau de mammifère (dans Braestrup & Nielsen. :

1981). Ces différentes sous-catégories de récepteurs BZD pourraient moduler des

effets pharmacologiques différents (anxiolytique, myorelaxant, anticonvulsivant,

hypnotique et sédati f), mais cette hypothèse est toujours discutée (Martin. 1987). Le

CL 218872, une triazolopyridazine qui a une affinité préférentielle pour le récepteur

BZD de type I. possède les propriétés anxiolytique et anticonvulsivante des BZD. mais

pas d'activité sédative (Lippa et al., 1982). Ce composé augmente la liaison du

[3 H]GABA dans des préparations membranaires de cerveau de rat. Récemment. le

quazépam et ses dérivés contenant un groupement N-trifluoroéthyle ont été

présentés comme les premiers dérivés des BZD, sélectifs des récepteurs de type I

(dans Corda et al.. 1986). Mais cette conclusion est basée surtout sur des observations

in vitro, montrant que leur affinité pour le site de type 1 varie d'une région

cérébrale à l'autre (dans Corda et al., 1986). Le quazépam produit une augmentation

dose-dépendante de la densité des récepteurs GABA à faible affinité dans des

préparations membranaires de cortex cérébral de rat. Cette augmentation est

totalement bloquée par le Ro 15-178,8, un antagoniste sélectif des sites BZD centraux
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Figure 16: Formule chimique de deux agonistes (DZP et CDP), d'un antagoniste
(Flumazéni1) et d'un agoniste partiel (Ro 16-6028) du récepteur BZD.



(Corda et al., 1986). Ainsi, les auteurs ont proposé que ces composés augmentaient la

transmission GABAergique en agissant sur des sites de liaison des BZD liés du point de

vue fonctionnel aux récepteurs GABA à faible affinité. Le quazépam est un agent

hypnotique efficace et a des effets ataxiques légers , comparés à d'autres BZD (dans

Corda et al., 1986). Mais on ne peut pas conclure que seuls les récepteurs BZD de type 1

sont responsables de l'augmentation de la densité des récepteurs GABA à faible

affinité par le quazépam, car aux doses qui augmentent la densité des récepteurs, il se

fixe autant aux récepteurs BZD de type 1 qu'aux récepteurs de type II (Corda et al.,

1986). Comme on ne dispose pas actuellement d'agonistes et d'antagonistes spécifiques

des deux types de récepteurs BZD, on - ne sait pas encore quel type de récepteur est

impliqué dans l'augmentation de la densité des récepteurs GABA.

II. LES BENZODIAZEPINES (BZD)

A. Historique

Les BZD ont été introduites en clinique en 1960. Le chlordiazépoxide (CDP)

ou Librium® (Figure 16) était alors utilisé en clinique comme hypnotique,

anxiolytique, anticonvulsivant et myorelaxant. Depuis, les BZD font partie des

médicaments les plus fréquemment prescrits. Leur popularité est liée au fait qu'elles

possèdent un index thérapeutique large, qu'elles sont moins dangereuses en cas

d'overdose que les barbituriques, qui étaient les meilleurs anxiolytiques auparavant,

et qu'elles sont dépourvues d'effets secondaires périphériques. Par la suite, une

dépendance et des phénomènes de manque à l'arrêt du traitement ont été observés

chez les patients traités avec ces composés pendant de longues périodes. C'est

pourquoi, en 1980, le Royaume Uni a donné des recommandations pour une

utilisation restreinte des BZD. Le deuxième composé introduit en 1963, qui a obtenu

encore plus de succès que le CDP, est le diazépam (DZP) ou Valium® (Figure 16).

Le profil pharmacologique des BZD est relativement large, puisqu'il

englobe des propriétés anxiolytiques, anticonvulsivantes, sédatives (effet

tranquillisant, amélioration du sommeil et réduction de la vigilance) et

myorelaxantes (résumé dans Tableau 8) . Mais ce profil d'activité est également

relativement spécifique , puisqu'il se distingue clairement de celui des autres

substances affectant le fonctionnement du SNC. Dans le groupe des BZD, les profils

pharmacodynamiques des différents composés disponibles en clinique, sont très peu

différents. Par contre, leurs pharmacocinétiques sont très variables (Tableau 9) : les

demi -vies biologiques vont de 2.5 h pour le triazolam à 100 h pour le N-desméthyl­

DZP (dans Martin, 1987). Ce sont surtout ces différences qui orientent la prescription

du composé approprié.
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Effets pharmacologiques Indications thérapeutiques
Activité anticonflictuelle, antipunition, Anxiété, phobies, dépression anxieuse,

antifrustration et désinhibition inhibition comportemen tale
comporte-mentale pathologique

Effet anticonvulsivant Différentes formes d'activité épileptique
(épilepsies, intoxications par des
convulsivants)

Réduction de l'éveil, de la vigilance, effet Etats hyperémotionnels, schizophrénie,
antistress, facilitation du sommeil insomnie

Atténuation des réponses endocrines et du Désordres psychosomatiques (hormonal,
système nerveux autonome au x cardiovasculaire, gastro-intestinal,
émotions et à un excès de s t im u li urogénital)
afférents

Relaxation musculaire centrale spasmes musculaires somatiques et
psychogènes, tetanie

Poten tialisation d e l'activité des Anesthésie équilibrée pour interventions
antidépresseurs, amnésie antérograde chirurgicales

Absence essentielle d'effets hors du SNC;
toxicité extraordinairement faible

Tableau 8: Principaux effets pharmacologiques et indications thérapeutiques des
BZD (d'après Haefely, 1988).

BZD métabolites Tmax (h) TI/2 (h) Commentaires
actifs moyenne moyenne

(aamme) (zamme)

Diazépam (DZP) 1 (0.5-1.5) 46 (20-70) TI/2 augmente a vec

l'âge, la cirrhose et 1a

Desméthyl-DZP 35 (24-48) 62 (51-120) cimétidine

Oxazépam 7.6 (6-25)

Chlordiazépoxide 1.5 (1-2) 10 (5-30) T1I2 augmente avec la

(CDP) cirrhose hépatique et la

N-desméthyl-CDP 9 (8-14) cimétidine

N-desméthvl-DZP 62 (51-120)

Triazolam 1.7 (0.5-6) 3 (1-4.5) Tmax raccourci chez fe-

melles âgées; clearance

réduite avec âge et par

cimétidine

Flumazénil 0.75 (0.3-1.5) 1 (0.7 -1.3) Biodisponibilité orale :

(Ro 15-1788) 10% seulement

Tableau 9: Données pharmacocinétiques pour quelques-unes des BZD les plus
utilisées (d'après Feely & Pullar, 1990).



B. Mécanisme d'action des BZD

Les effets du DZP dépendent de l'intégrité fonctionnelle du système GABA

(dans Martin, 1987). Il a été montré que les BZD se liaient aux membranes neuronales

à des endroits souvent liés à un récepteur GABA post-synaptique (Gavish & Snyder,

1981 ; Mahler et al ., 1981 a.b Unnerstall et al ., 1981) et facilitaient, non seulement

l'inhibition pré-synaptique dans différentes régions du SNC de mammifère. mais

également l'inhibition post-synaptique GABAergique (Costa et al .• 1976 ; Haefely et

al., 1975). ce qui suggérait que la synapse GABA était probablement le site d'action

primaire des BZD. Le mécanisme de cette facilitation est une augmentation, par les

BZD, de la réponse au niveau des récepteurs GABAA post-synaptiques à la suite d'un

stimulus GABA . Les BZD se fixent sur un site spécifique des BZD qui fait partie du

complexe récepteur GABAA et augmentent .la fréquence d'ouverture du canal Cl- en

réponse à un stimulus GABA donné. Cet effet est très différent de celui des

barbituriques qui affectent surtout la durée de vie du canal (dans Martin, 1987) .

C. Les récepteurs BZD

Les premières expériences de liaison de radioligands ont montré que des

membranes de cerveau de rat étaient capables de lier du [3H]DZP d'une manière

saturable et spécifique avec une haute affinité (Mahler & Okada, 1977 ; Squires &

Braestrup , 1977). Le site de liaison fait partie intégrante du récepteur

pharmacologique par l'intermédiaire duquel ces composés produisaient leur effet.

Les récepteurs BZD ne constituent cependant pas une population homogène

puisqu'on observe une inactivation diphasique ou polyphasique (dans Squires, 1983).

Un premier modèle a été établi qui distinguait deux catégories de récepteurs BZD : les

récepteurs BZD de type 1 et II . Les récepteurs BZD de type 1 seraient présents dans

tout le cerveau et surtout dans le cervelet, alors que les récepteurs de type II seraient

abondants dans le cortex, l'hippocampe et la moëlle épinière. Plus tard, les travaux de

biologie moléculaire ont grandement allongé la liste des types de récepteurs mais les

conséquences fonctionnelles de cette hétérogénéité re stent encore peu comprises

(Doble & Martin, 1992). La distribution des sites de liaison des BZD est pratiquement

identique à celle des récepteurs GABAA visualisés par la liaison de muscimol

radioactif (Haefely , 1987). Ces sites sont localisés sur la membrane cellulaire du

neurone (dans Martin, 1987). Des sites de liaison du DZP ont été trouvés également sur

des .cellules non neuronales, à la fois dans le SNC (cellules gliales et autres) et hors du

SNC, mais les caractéristiques de ces sites sont très différentes de celles des sites

centraux. On ne connaît pas encore exactement le rôle de ces sites dits périphériques,

et il semblerait qu'il ne s'agisse pas de récepteurs pharmacologiques. contrairement

aux récepteurs centraux.
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PROPRIETE

Profil
pharmacologique

Effet sur le GABA

Liaison en
présence de GABA

AGONISTES ANTAGONISTES

Tranquillisant, pas d'activité intrin­
anticonvulsivant sèque; bloque les effets

des agonistes et des
agonistes inverses

potentialisation aucun effet; bloque les
effets des agonistes et
des agonistes inverses

f pas affectée

AGONISTES
INVERSES

anxiogène,
convulsivant,
stimulant

dépression

Tableau 10: Classification des ligands du récepteur BZD (d'après Haefely, 1988).



D. Interactions au niveau du complexe récepteur GABA-BZD

Le DZP augmente la liaison à faible affinité du GABA sur son site (Skerritt

et al., 1982). La présence de concentrations · élevées de GABA in vitro, augmente

fortement l'affinité des agonistes BZD pour leurs sites de liaison (Tallman et al ., 1980).

Par contre, les antagonistes BZD ne montrent pas de changement d'affinité en

présence de GABA, et les agonistes inverses montrent une diminution de l'affinité

pour leur site de liaison dans les mêmes conditions (Braestrup et al., 1982). Le

complexe récepteur GABAA -BZD possède donc un certain nombre de sites de liaison

accessoires qui interagissent , d'une manièreallostérique réciproque très

compliquée, pour modifier l'ouverture du canal chlorure (Figures 3-4). L'occupation

du site de liaison du GABA par une molécule de GABA, ou un agoniste GABA, induit des

changements conformationnels qui aboutissent à l'ouverture du canal Cl-. Les

ligands du récepteur BZD peuvent moduler, d'une manière allostérique, l'affinité du

site GABA pour son ligand , et ainsi, affecter la transition de l'état fermé du canal vers

l'état ouvert.

Le récepteur BZD n'est pas le récepteur primaire du complexe récepteur

GA B A A, c'est-à-dire qu'il ne contrôle pas directement l'ouverture du canal Cl" . En

fait. le récepteur GABAA est le récepteur primaire dans le complexe, et le récepteur

BZD en est le récepteur secondaire. Ce récepteur secondaire module le réglage fin ou

l'augmentation de l'ouverture du canal Cl- produite par le récepteur GABAA (Figure

3) . Les ligands du récepteur BZD se différencient par leur efficacité intrinsèque, en

d'autres termes par le changement conformationnel qu'ils provoquent au niveau du

récepteur BZD. Les ligands du récepteur BZD sont classés en

- agonistes (ou modulateurs allostériques positifs) ayant une efficacité

intrinsèque positive

- agonistes inverses (ou modulateurs allostériques positifs) ayant une efficacité

intrinsèque négative

- antagonistes (bloquant la modulation allostérique) n'ayant pas d'efficacité

intrinsèque (Tableau 10 ; Figure 17).

En plus de ces trois catégories principales, il existe des agonistes partiels et

des agonistes partiels inverses (Figure 17 ; Haefely, 1987).

Deux hypothèses ont été proposées pour expliquer les interactions des

ligands avec le récepteur BZD (Figure 18)

- Un "modèle à trois états" (Pole et al., 1982 dans Haefely, 1987) : il suppose que le

récepteur peut exister sous trois états ayant des niveaux d'énergie différents, et

qu'en l'absence de ligand sur le récepteur, celui-ci est dans une conformation qui

n'affecte pas l'effet du récepteur GABAA sur l'ouverture du canal Cl", appelée

conformation "neutre" ou "inefficace"
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Partial Competitive Partial Inverse
Agonists Agonists Antagonists Inverse Agonists Agonists
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Figure 17: Représentation schématique des différentes classes de ligands du
récepteur BZD (dans Haefely, 1987).
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Figure 18: Représentation schématique de l'interaction des agonistes, antagonistes
et agonistes partiels avec le récepteur BZD, suivant le modèle à deux ou
trois états. Ne sont présentées que des petites parties des sous-unités a et
~ portant le récepteur BZD (BZR), le récepteur GABAA (GA-R) et
l'interphase entre les deux (dans Haefely, 1987).



* Les antagonistes se lieraient au récepteur BZD sans changer sa conformation

(c'est-à-dire conformation "neutre" ou "inefficace"). Mais, par leur présence

sur le récepteur, ils empêcheraient les agonistes et les agonistes inverses de se

fixer

* Les agonistes induiraient un changement de conformation, qui aurait une

influence modulatrice allostérique positive sur le récepteur GABA A ;

* Les agonistes inverses induiraient une autre conformation ayant une influence

modulatrice allostérique négative.

- Un "modèle à deux états" · (Braestrup et- al., 1983 dans Haefely, 1987) : il suppose

qu'en l'absence de ligand sur le récepteur, celui-ci oscille spontanément entre

deux états conformationnels interconvertibles, l'un correspondant à l'état

modulateur positif, et l'autre correspondant à 'l'état modulateur négatif. L'équilibre

entre ces deux états définirait le "niveau d'efficacité de repos" du fonctionnement

du récepteur GABAA :

* Les antagonistes se lieraient. de façon équivalente aux deux conformations , ne

modifiant ni l'équilibre . ni l'efficacité du fonctionnement du récepteur GABA A ;

* Les agonistes se lieraient préférentiellement à la conformation "positive". la

stabiliseraient et ainsi, déplaceraient l'équilibre vers la conformation

modulatrice positive, ce qui conduirait à une augmentation de l'efficacité ;

* Les agonistes inverses se lieraient préférentiellement à la conformation

"négative", et par conséquent. réduiraient l'efficacité .

L'aspect intéressant de cette hypothèse est qu'elle permettrait de définir

précisément l'efficacité intrinsèque, par le rapport des affinités pour les

conformations "positive" et "négative" . Apparemment. à ce jour, rien ne permet de

rejeter l'un ou l'autre de ces deux modèles.

E. Les 1i2ands du récepteur BZD

1. Agonistes du récepteur BZD

Les BZD classiques, de type 1,4-BZD, augmentent la transmission

GABAergique et les effets du GABA exogène provoqués via les récepteurs GABAA' En

fait. les agonistes BZD augmentent l'affinité apparente du récepteur GABA A pour le

GABA. Les 1,4-BZD sont des agonistes complets et produisent la gamme complète des

effets pharmacologiques des BZD ils ont des effets hypnotique . anxiolytique .

anticonvulsivant et myorelaxant. De faibles doses d'un tel composé produisent un

effet anticonvulsivant important. En augmentant progressivement les doses. des

effets anticonflictuels apparaissent. et en augmentant encore les doses, on observe

les effets myorelaxants. Des mesures du degré d'occupation des récepteurs ont montré
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Figure 19: Structure du RoIS-1788 (a) et du ZK93426 (b) (dans Martin, 1987).



Ro15-1788 (Figure 19a), deux

analogue de l'acide ~-carboline-3­

du récepteur BZD.

que. pour un agoniste complet du récepteur BZD. l'EDS 0 requise pour inhiber les

convulsions induites par le PTZ. correspond à l'occupation de 20 à 25% des sites BZD.

alors que les effets anticonflits apparaissent quand 60% des sites BZD sont occupés

(dans Martin. 1987). Ainsi. les agonistes partiels, même à très forte dose, ne

produiront pas des effets tels que la relaxation musculaire, qui seront observés

uniquement avec une occupation très élevée des sites par les agonistes complets.

2. Agonistes inverses du récepteur BZD

Ces composés ont une haute affinité - pour le récepteur BZD, mais produisent

des effets exactement inverses des effets bien connus des agonistes BZD : effets

anxiogènes. proconvulsivants et convulsivants, augmentation de la vigilance et du

tonus musculaire (Braestrup et al., 1980). Ces ligands réduisent la liaison du GABA et

réciproquement, le GABA réduit leur liaison. Ils diminuent l'ouverture du canal Cl- et

ainsi, la transmission synaptique GABAergique.

3. Antagonistes du récepteur BZD

Certains dérivés des BZD, des imidazobenzodiazépines, se lient au récepteur

BZD avec une haute affinité mais ne produisent aucun effet pharmacologique

observable par eux-mêmes. Toutefois. ils bloquent spécifiquement les effets des

agonistes et des agonistes inverses. Les antagonistes des récepteurs BZD ont peu ou

pas d'effet modulateur sur le fonctionnement du récepteur GABAA et donc,

n'affectent pas la transmission GABAergique. L'interaction allostérique réciproque

n'existe pas non plus, c'est-à-dire que le GABA n'affecte pas la liaison des

antagonistes BZD sur leur récepteur.

Le flumazénil (Figure 16), le

imidazobenzodiazépines, et le ZK 93426, un

carboxylique (Figure 19b) sont des antagonistes

4. Agonistes partiels et agonistes inverses partiels du récepteur BZD

Parmi les milliers de ligands du récepteur BZD connus, tous ne rentrent

pas dans une des trois catégories précédentes. Les ligands couvriraient plutôt un

continuum d'efficacités intrinsèques entre les deux extrêmes. les agonistes complets

étant. à une extrémité. et les agonistes inverses complets à l'autre (Figure 17). Si on

attribue une efficacité intrinsèque de +1 aux agonistes produisant l'augmentation la

plus marquée de l'effet du GABA, une efficacité intrinsèque de zéro aux antagonistes

ne produisant aucune modification de l'effet du GABA, et une efficacité intrinsèque

de -1 aux agonistes inverses produisant un abaissement maximal. alors les agonistes
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Figure 20: Relation entre le pourcentage d'occupation des récepteurs (en abscisse )
et l'intensité de l'effet (en ordonnée). L'échelle de gauche indique
l'intensité de la conductance auxCl- (en % du maximum), celle de droite
indique l'intensité de la potentialisation du GABA (1: aucune
augmentation; 2: augmentation d'un facteur 2; 3: augmentation d'un
facteur 3 du changement de conductance induit par le GABA). Les trois
carrés "illustren t la situation pour quatre ligands (A, B, C, 0 ) dans trois
neurones hypothétiques présentant des densités de récepteurs GABAA­
BZO différentes (et donc, des réserves de récepteurs différentes). A:
GABA; B: agoniste complet; C et 0: agonistes partiels (dans Haefely, 1987).



partiels sont des ligands ayant une efficacité intrinsèque comprise entre +1 et zéro,

et les agonistes inverses partiels, ceux qui ont des valeurs comprises entre zéro et -1.

La relation entre le pourcentage d'occupation des récepteurs, que l'on peut

mesurer directement par la technique des radioligands, et l'intensité de l'effet

pharmacologique est présentée dans la Figure 20 (Haefely, 1987). Dans les différentes

régions du SNC, les neurones n'ont pas la même densité de complexes récepteurs

GA B A A -BZD. Supposons que le neurone de type a (Figure 20a), qui présente une

densité de récepteurs élevée, fait partie du système responsable des effets

anxiolytiques et anticonvulsivants des agonistes BZD. Il est probable qu'une

augmentation maximale de la conductance aux ions CI- en réponse au GABA, soit

atteinte avec un taux d'occupation faible des récepteurs GABAA' A quel type de

ligands du complexe récepteur GABA-BZD correspondent alors les composés A, B, C et

D?

- Le GABA se comporterait comme le composé A, c 'est-à-dire qu'il resterait une

grande réserve de récepteurs. Il produirait également une augmentation

maximale de la conductance aux ions CI- dans les neurones de type b et c (Figure

20b et c), impliqués dans les effets sédatifs et myorelaxants des agonistes BZD, mais

seulement avec un taux élevé d'occupation des récepteurs .

- Un agoniste BZD complet agirait comme le composé B pour potentialiser les effets

du GABA, c'est-à-dire en décalant la courbe dose-réponse du GABA vers la gauche.

Un décalage maximal (c'est-à-dire multiplié par trois) pourrait encore être obtenu

avec cet agoniste complet dans le neurone de type b avec une occupation complète

des récepteurs . Par contre, dans le neurone de type c. même avec une saturation

des récepteurs. le décalage maximal ne peut plus être atteint. Cette situation

explique pourquoi un agoniste complet peut produire des effets anxiolytiques et

anticonvulsivants à des doses induisant peu ou pas d'effets secondaires sédatifs.

- Les agonistes partiels du récepteur BZD, comme ceux indiqués par les composés C et

D (Figure 20) pourraient encore produire une potentialisation du GABA efficace du

point de vue thérapeutique. dans les neurones de type a et peut-être de type b,

mais plus dans les neurones de type c. En effet, les agonistes partiels auraient un

effet antagoniste sur les agonistes complets dans ce dernier neurone . Par

conséquent, l'agonisme partiel du récepteur BZD réduit considérablement

l'efficacité pharmacologique des propriétés des BZD qui apparaissent souvent

comme des effets secondaires.

L'existence d'un continuum d'efficacités intrinsèques et de réserves

variables de récepteurs pour différentes fonctions du SNC explique pourquoi les

antagonistes des récepteurs BZD antagonisent plus efficacement les effets sédatifs et

myorelaxants des agonistes que leurs effets anxiolytiques et anticonvulsivants,

puisque ces derniers nécessitent un taux d'occupation des récepteurs plus petit.

41



animaux ayant des

la BHE n'est pas

par exemple. on

l'âge de deux ans

5. Li&ands endo&ènes du récepteur BZD

La découverte d'un récepteur modulateur allostérique sur le récepteur

GA B A A' par lequel les médicaments peuvent modifier le fonctionnement du

récepteur GABAA' a immédiatement posé la question de l'existence d'un composé

naturel dans le SNC qui aurait une activité de modulateur endogène. Plusieurs

molécules ont été proposées comme ligands endogènes du récepteur BZD. La plus

étudiée est une molécule appelée DBI ("Diazepam Binding Inhibitor") qui montre des

propriétés d'agoniste inverse (Guidotti et al., 1984). Le DBI est présent en

concentrations élevées dans le cerveau de rat. et en très faible quantité dans les

organes périphériques. mais on ne sait pas encore s'il se trouve dans le

compartiment extracellulaire ou intracellulaire. Du point de vue comportemental, le

DBI a été étudié dans le test de Vogel : il a une activité anxiogène et bloque l'effet

anticonflit du DZP (Guidotti et al ., 1984). On trouve également des BZD

pharmacologiquement actives dans le cerveau d'humains et d'animaux (par exemple.

le DZP et le N -rnéthyl-DZl'), ainsi que dans des plantes utilisées dans l'alimentation

comme les pommes de terre et le blé (dans Haefely, 1987).

III. LA BARRIERE HEMATO·ENCEPHALIQUE

Chez l'Homme et la plupart des animaux. l'une des conditions nécessaires à

la vie est l'homéostasie. c 'est-à-dire le maintien d'un milieu interne constant. Le

cerveau est certainement l'organe pour lequel cette condition est la plus cruciale.

Dans le reste de l'organisme. la concentration extracellulaire en hormones. en acides

aminés ou en ions varie parfois légèrement. notamment après les repas . Or. si de

telles fluctuations avaient lieu dans le cerveau. l'activité nerveuse serait totalement

perturbée. Pour éviter cela. l'évolution a doté les organismes complexes d'une

barrière qui "isole" le cerveau. Cette barrière n'existe que chez les

fonctions cérébrales complexes. Du point de vue ontogén étique,

encore complètement efficace à la naissance. Chez l'Homme

considère que la BHE est pratiquement installée seulement vers

(Bustany, 1983).

Le cerveau de mammifère est le seul. parmi tous les organes du corps. à

pouvoir réguler. dans des limites très étroites. la composition de son propre

environnement aqueux. Il contrôle notamment la concentration de beaucoup d'ions.

de substrats métaboliques. de nutriments et de produits de déchet. Il est également

capable de limiter fortement l'entrée de beaucoup de composés exogènes. en

particulier des substances hydrosolubles. Ce phénomène a été attribué à la BHE dont

le concept est issu des travaux d'Ehrlich qui. à la fin du XIXe siècle, avait observé que

l'injection intraveineuse de certains colorants. colorait tous les organes sauf le
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Figure 21:

PROLONGEMENT PÉDICULÉ
D'UN ASTROCYTE

Coupe transversale d'un capillaire cérébral. Les prolongements
pédiculés des astrocytes entourent presque complètement les capillaires
cérébraux. En raison de cette relation, on pensait autrefois que les
astrocytes constituaient la BHE, mais on sait aujourd'hui que ce sont au
contraire, les cellules endothéliales. Celles-ci transportent de façon
sélective les substances nutritives dans le cerveau, leurs nombreuses
mitochondries fournissant probablement l'énergie nécessaire à ce
transport (dans Goldstein & Betz, 1986).

Figure 22: Capillaire cérébral. Les capillaires cérébraux sont enveloppés par des
prolongements pédiculés des astrocytes formant une mosaïque. La
membrane basale solidarise les cellules endothéliales et leur confère
une forme tubulaire. La lumière du capillaire est souvent juste assez
large pour qu'un globule rouge puisse passer. Les capillaires assurent
les échanges entre le sang et les tissus (dans Goldstein & Betz, 1986).



cerveau. Il en avait conclu que le cerveau présentait une affinité pour les colorants

inférieure à celle des autres tissus (dans Goldstein & Betz, 1986). En 1913. Goldmann

montra que cette explication était erronée en injectant directement un colorant dans

le LCR et il observa que la totalité du cerveau était colorée mais pas les autres tissus. Il

avait ainsi démontré l'existence d'une barrière entre le SNC et le reste de l'organisme

(dans Goldstein & Betz, 1986).

Vers les années 1950, avec l'avènement de la microscopie électronique, on

localisa précisément la BHE au niveau des jonctions intercellulaires des cellules

endothéliales des capillaires cérébraux, qui sont des jonctions serrées (Figures 21­

22) . En effet, quand un traceur de poids moléculaire élevé. la peroxydase du raifort.

est injecté dans le LCR. il diffuse lentement entre les astrocytes jusqu'aux jonctions

interendothéliales où il est stoppé. Et inversement, lorsque la peroxydase du raifort

est injectée par voie intraveineuse, elle diffuse dans tout l'organisme, sauf dans le

cerveau où elle est bloquée par ces mêmes jonctions.

La BHE est donc localisée dans les capillaires cérébraux. Toutefois,

certaines régions de l'interface sang-cerveau ont des propriétés de perméabilité

différentes les villosités arachnoïdiennes et l'épithélium des plexus choroïdes

(Rapaport. 1976 dans Reed, 1980 ; Figure 23). De plus. la BHE est interrompue en

plusieurs endroits. C'est l'ensemble de ces sites sans BHE que l'on appelle les organes

circumventriculaires : il s'agit de l'hypophyse , de l'épiphyse et de certaines régions

de l'hypothalamus. Dans ces organes. les jonctions entre les cellules endothéliales ne

sont pas de type serré et les cellules contiennent de nombreuses vésicules. Il apparaît

que l'absence de barrière, dans ces parties du cerveau , permet aux hormones

circulantes d'atteindre les neurones sécrétoires dans le cerveau qui referment ainsi

les boucles de rétroaction des systèmes neuro-endocriniens. Mais , ces structures ont

un volume faible par rapport à tout le SNC et la surface d'échange est faible (1/5000)

par rapport à la surface totale de l'interface sang-cerveau (Pardridge , 1991).
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A. Barrière morgho!o2igue

La BHE sépare le compartiment sanguin du parenchyme cérébral et

maintient l'homéostasie ionique du milieu interstitiel baignant les synapses. Les

composantes anatomiques de la BHE sont : les capillaires cérébraux. les plexus

choroïdes et les . villosités arachnoïdiennes (Figure 25) .

1. Capillaires cérébraux

La BHE se situe donc au niveau des jonctions intercellulaires des cellules

endothéliales (Figure 21) . En effet, contrairement aux capillaires périphériques. les

vaisseaux cérébraux ne sont pas fenestrés et leurs jonctions intercellulaires sont
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Figure 23: Diagramme schématique des relations entre les compartiments liquides
dans le SNe. a: astrocyte; b: lame basale; c: plexus choroïdes; e:
endothélium des capillaires; n: neurone; p: pie-mère; v: villosités
arachnoïdiennes; CSF: liquide céphalo-rachidien (LCR) . Les flèches
entières indiquent la direction du flux de LCR; les demi-flèches
indiquent les sites possibles de diffusion passive de solutés; les flèches
en pointillé indiquent les sites de transport facilité de certaines
molécules (dans Bates, 1985).
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Figure 24: Schéma représentant les principales caractéristiques anatomiques
différenciant les capillaires cérébraux des capillaires périphériques. La
nature des jonctions intercellulaires, la présence ou l'absence de
vésicules de pinocytose et de fenestrations, les pieds astrocytaires et la
richesse en mitochondries, principalement, différencient ces deux
types de capillaires (dans Reed, 1980).



étanches , il s'agit de jonctions serrées ou "tight junctions" (Figure 24). De plus. les

cellules endothéliales cérébrales contiennent très peu de vésicules endothéliales. et

ont donc une activité de pinocytose et de transfert vésiculaire très faible. Ces cellules

sont riches en mitochondries. Autour des cellules endothéliales, on trouve la lame

basale puis les astrocytes qui forment une couche cellulaire relativement continue.

Les jonctions interastrocytaires ne sont pas des jonctions serrées . mais des jonctions

focales lacunaires ("gap junctions") .

Comme nous l'avons mentionné plus haut, dans certaines régions (de très

faible volume par rapport à l'ensemble du cerveau), la BHE est faible voire absente . Il

s'agit notamment des régions hypophysaire et épiphysaire et de l'area postrema.

Lorsqu'une substance a pénétré dans le cerveau. sa sortie peut se faire soit par ces

régions où la BHE est interrompue. soit, comme son entrée, par franchissement des

cellules endothéliales, mais elle peut également diffuser dans l'espace

extracellulaire, puis dans le LCR qui est résorbé par les villosités arachnoïdiennes. De

plus, quelques substances. comme la pénicilline. sont transportées activement hors

du LCR par l'épithélium des plexus choroïdes.

2. Plexus choroïdes

Les plexus choroïdes sont des épithéliums très vascularisés. ayant une très

forte activité sécrétrice. Ils sont localisés dans les ventricules cérébraux et assurent

l'interface sang-LCR. La surface luminale est composée d'une seule couche de

cellules cubiques ciliées et couvertes de microvillosités (Figure 25). Les cellules

épithéliales reposent sur une lame basale qui entoure les tissus conjonctifs dans

lesquels sont enchâssés le système vasculaire et les terminaisons nerveuses. Les '

capillaires de s plexus choroïdes sont différents des capillaires cérébraux décrits ci­

dessus : ils sont dépourvus de jonctions serrées. ils sont donc poreux et fenestrés. Ils

permettent ainsi des échanges rapides de substances à travers l'endothélium et n'ont

pas de fonction de barrière. En fait. la barrière des plexus choroïdes est associée à la

couche épithéliale des plexus. qui est caractérisée par des jonctions serrées ou

serrées percées ("leaky tight") sur les bords apicaux entre les cellules. Les jonctions

"leaky tight" sont moins discriminantes que les jonctions serrées . Toutefois. elles

limitent efficacement la diffusion des macromolécules et de composés hydrosolubles

plus petits.

3. Villosités arachnoïdiennes

Les villosités arachnoïdiennes assurent l'interface LCR-sang veineux. La

couche centrale des villosités arachnoïdiennes possède des jonctions serrées entre

les cellules et constitue une barrière pour la diffusion des macromolécules (dans
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Figure 25: Présentation schématique des composantes anatomiques de la BHE en
relation avec le tissu cérébral. Les jonctions serrées des capillaires
cérébraux, et les cellules gliales les entourant, sont représentées en bas
à gauche. Les plexus choroïdes, avec leurs capillaires différents des
capillaires cérébraux, et l'épithélium choroïdal avec ses jonctions
intercellulaires serrées ou serrées percées, portant des cils et des
microvillosités, sont représentés à droite. Le LCR est produit par les
plexus choroïdes et communique librement avec l'espace extracellulaire
cérébral à travers l'épendyme. Il retourne au sang via les villosités
arachnoïdiennes. Cette circulation du LCR est à l'origine de l'effet
"siphon". La couche moyenne des membranes arachnoïdiennes, avec
ses jonctions serrées est représentée en haut à gauche en relation avec
la dure-mère et la pie-mère (dans Reed, 1980).

ESPACE
LEPTO-MENINGE
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Figure 26: Sites d'échange entre le sang et les différents compartiments du SNe. 1:

Interface sang/espace extra-cellulaire cérébral ou BHE; 2: Interface
sang/LCR ou barrière hémato-méningée; 3: Interface LCR/espace
extra-cellulaire cérébral: ce n'est pas une barrière.



Reed, 1980 ; Figure 25) . Les échanges à travers cette barrière sont faib les et ont lieu

surtout du LCR vers le sang veineux. Toutefois, le rô le exact qu 'elle pourrait jouer en

relation avec la BHE ou comme partie de la BHE n'est pas encore entièrement connu.

4. Ependyme

L'épithélium de l'épendyme qui tapisse les cavités du SNC ne constitue pas

une barrière diffusionnelle entre le LCR et le tissu cérébral. Les · cellules épithéliales

sont jointes par des jonctions lacunaires . Même les protéines diffusent assez

lib rement à travers l 'épendyme (dans Reed, 1980 ; Figure 25) . Ainsi, le LCR et le

liquide extracellu laire cérébral ne sont pas séparés par une barrière effective

(Figure 26).

La surface des microvaisseaux cérébraux est 5000 fois supérieure à celle

des autres interfaces (plexus choroïdes, villosités arachnoïdiennes et épendyme) , ces

dernières contribuent donc très faiblement aux échanges .
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B. Barrière mé tabo liQ ue

En dehors des caractéristiques morpho logiques particu lières des

membranes endothéliales , l 'o rgan is me possède un autre moyen pour empêcher

l'entrée dans le SNC. Certaines substances qui s'introduisent dans les cel lules

endothélia les y sont transformées en composés chimiques incapables de traverse r à

nouveau la membrane plasmique, et donc incapables d 'atte indre le SNC. En effet, les

cellules endothélia les des capillaires cérébraux sont caractérisées, du point de vue

biochimique. par un grand nombre d'enzymes oxydatives et hydro lytiques (dans

Ree d , 1980) . Un certain nombre d 'entre elles sont, d 'ailleurs. impliquées dans la

régulation du transport des amines et des acides aminés. C'est l'en sem ble de ces

processus métaboliques que l'on nomme la barrière "métabolique". Cette barrière

concerne particulièrement les neurotransmetteurs et leu rs préc urseurs immédiats .

La L-dopa, par exemp le, acide am iné précurse ur de la dopamine et de la

norad rénaline, pénètre rapidement dans l'endothé li um mais. une fois dans la cellu le,

el le est transformée par des enzymes en une forme qui ne peut atteindre le cerveau.

L'acétylcholine et les acides aminés neurotransmetteurs, comme le GABA, sont

catabolis és également. En ce qui concerne le GA BA, l'enzyme qui intervient est la

GABA- T. Les lysosomes présents dans la ce llu le endothéliale sont impliqués dans la

dégradation du matérie l endocytosé et participent donc, eux aussi. au rô le de barrière

métabolique . Il existe. de plus, une barrière gliale pour certains composés toxiques

traversant les cellules endothé liales sans atteindre les neurones, comme les acides

gras lib re s et l'ammoniaque .



L'activité métabolique est très élevée dans l'endothé lium des capillaires

cérébraux. par rapport au reste du SNe. Des études récentes. sur capillaires isolés. ont

montré que le métabolisme de certains médicaments était p lus actif dans les cellules

endothéliales que dans l'ensemble du cerveau (Ghersi-Egea et al .. 1988 ; Minn et al ..

1993). Par exemple. la NADPH-cytochrome P 450 réductase a une activité double dans

les microvaisseaux de celle observée dans l'homogénat cérébral.

En résumé. pour passer d u sang au cerveau. une substance doit. d'une part.

franchir les deux membranes cellulaires phospholipidiques de la cellule

endothélia le. ce franchissement pouvant se faire facilement si la substance est

liposoluble ou si elle a été rendue liposoluble par un traitement chimique. si elle peut

emprunter le transporteur d 'un substrat métabo lique ou si elle est transportée par

un récepteur ; d'autre part. la substance ne doit pas être métabolisée entre ces deux

membranes. Le cerveau est donc séparé du sang par deux barrières. l'une étant

morphologique et l'autre. métabolique .
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C. Co nsj dératjo ns physjo locjQues

Le cerveau a un taux métabo lique élevé et des réserves de substrats

métaboliques très limitées. Ceci implique qu'i l dépend d'un approvisionnement

continu et rapide de nutriments et d'autres substances à pa rtir du sang. De telles

exigences pourraient sembler incompatibles avec le système de BHE conçu pour

réguler l 'environnement interne du SNC en restreignant strictement l'entrée des

substances solubles non l ip id iq ue s . L'incompatibilité apparente de ces deux

contraintes semble avoir été résolue par une lim ita tion sévère de l'entrée de la

p lupart des substances solub les non lipidiques et. sim u l t an érne n t , par des

mécanismes de transport spécifiques perm ettan t d'apporter les quantités optimales

de su bstrats métabo liques et d'autres substances essentiel les au fonctionnement du

SNC. Ainsi. en plus des considérations anatomiques de la BHE. plusieurs facteurs

physiologiques influencent l'entrée de substances dans le SNC ou leur sortie. c'est-à­

dire le transport actif. la diffusion facilitée. la pinocytose et la circulation du LCR qui

est le principa l responsable de l'effet de "siphon" .

Il est évident que les ",-c.».a~p..!...il,-,I-"a.....is:re",-s",-----"c,->é,-,r-"é,-"b,-,r~a,""u~x sont p lus que de simples

conduits pour le sang et qu'une barrière anatomique pour le SNC. Ils transportent

activement un certain nombre de substances du sang vers le cerveau et vice versa et

peuvent éga lement les transformer.

Les capi llaires cérébraux et les plexus choroïdes montrent de nombreuses

similarités fonct ionnelles. L'une des principales fonctions des plexus choroïdes est la



séc rétio n de la plus grande partie du LCR. Etant donné qu e la co mposition du LCR et

du liquide ex trace ll u la ire cé ré b ral est très di fférente de ce lle d'un ultrafiltrat de

pl asma. la fo nc tio n des plex us cho roïdes repré sente un e co nt ribu tion trè s importante

au maintien de l'en vironn em ent du SNC (Ree d , 1980).

Un e fo nc tio n part iculi èrem ent importante de s pl e xu s cho roïdes es t le

ma intien de la co mpos it io n io nique du LCR . notamment des co ncentrat io ns en K+.

M g ++. Ca++. H+. 1- et HC03-. qui so n t très d ifférentes des co ncent ra tio ns pl asmatiques

(Reed , 19 80 ). Les pl exu s cho roïdes jouent un rôle important dan s l'éliminat ion d'un

gra nd nombre d 'an ion s e t de c at ions org aniqu es du LCR et ainsi du liqu id e

ex trace l lu la i re cé ré b ra l. Il s tr ansportent par exe m ple . de s métabolite s acide s e t

bas iqu es produits par le SNe. ain si que des subs tances exogènes. in cluant de

nombreux médicam ents co mme la pénic illine.

Le s pl e xu s choro ïdes ass ure nt indirectem ent un e fo nc tio n ré gul atri ce en

sécré ta n t le LCR. ce tte séc ré t ion résultant du tra nspo rt acti f de Né. En effet. la

séc ré tio n de L CR p ro voque un e ci rc u la tion importante de liquide à travers les

espaces du LCR q ui indu it un effe t de "s ipho n" pour de s subs ta nces qui so nt en

co nce nt rat ion plus élevée da ns le ti ssu cé ré bra l o u dan s le li quid e ex trace ll ula ire

céré b ra l (dans Rced , 19 80). Comm e l'ép en dym e n'opp ose auc une rés istan ce à la

diffusio n en tre le liquide ex tracell ulai re cé ré bral et le LCR. les subs ta nces peu vent

en tre r librem ent dan s le LCR et retourner dans le sa ng sa ns avo ir à tr averser de

membrane ce ll ula ire . Au lieu de cela . e lles so nt portées pa r le co ura nt de liquide à

tr avers les ouve rtures des v illos ités arac hnoïd iennes . Il s' ag it de l'e ffet "siphon". Les

vi llos ités a rac hno ïd ie nnes se rve nt de valv es à se ns unique. e lles perm ettent l'efflu x

du LCR mai s em pêc he nt so n reflu x. Il y a don c une perte de LCR qui fourni t un

méc ani sm e lent d'efllux non spéc ifique de composés hors du SNe. Ce mécani sm e

déb arrasse le SNC des composés pol air es co mme les déchets métabol iques . à un n iveau

re la tive me nt con st ant . en fon cti on de leur poid s mol écul aire. Par co nséq uent. alo rs

qu e la lipophil ie est tr ès importante pour l'entrée d'une subs ta nce dan s le SNC. sa

so rtie ne dép end qu e parti ell em ent de ce par am ètre un e subs ta nce pol a ire e t

n'ayant auc une affi nité pour l'un de s méc an ism es d'efflu x ac tif ou passi f de la BHE.

qui tte ra le SNC par J'in termédi aire de l'e fflu x mass if de LCR.

D. Processus de passa~e à travers la BHE

La BHE régul e les éc ha nges en restreign ant o u en facilitant le pa ssage de

di fférentes subs tances dans les deu x sen s. La perm éabilité de la BHE ressemble à ce lle

d'un e membrane ce ll u la ire. elle se laiss e tr averser par des composés lipophiles ne

dép assant pa s une certa ine taill e. Une substance peut passer de plusi eurs façons à

trav ers une membran e ce ll ulaire : par fr anchi ssement de la phase phospholipidique,

par des sys tèmes de tr an sport facilité ou par des systèmes de récepteurs. Ain si. le s
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mo léc u les hyd rophil es ou de poids mol écul ai re é levé ne la traverse nt pas . Mai s. il

ex is te des tran sp o rteurs spéci fiq ues dan s les membran es des ce ll u les endo thé liales

qu i t ra ns po rte n t ac t ivemen t certai nes mol écul e s. Le s prin ci p au x proce ssu s

inte rve nan t dan s la tr aversée de la BHE so nt don c : la diff usi on passive. la d iffus ion

faci li tée e t le transpor t ac tif.

1. D iffu si on s im ple

Le p assage tr ansm embran aire d'un e mol écul e non ionisée et non liée au x

protéines se fait par di ffu sion simple . su ivan t so n g rad ient de con centrat ion. S i la

perméabilité de la subs tanc e à travers ce tte ph ase lip idique est g ra nde . so n passa ge

dan s le SNC dép endra éga leme nt de la vitesse du débit sanguin cé ré bra l. C' est le ca s

pour de nomb reu x anes thés iques. de l'éthanol. de la ni cotine e t de l'h éroïne . P ar

co ntre. les subs tances très hydrophil es . que lle qu e soi t leur taill e . de l'albumine au x

io ns Né . trave rse nt peu ou pas la BHE. La perm éabilité de la BHE pour une substa nce

est propo rt ionne lle au coefficien t de part age de la subs ta nce non ionisée entre un e

so lu tion organi que. censée représenter la membran e . e t un e sol ution aq ue use . On

utili s e g én éra le ment po ur exp ri me r ce processu s. le coeffic ie n t de part ag e

octano l/ea u . Ce lle perm é abil ité es t éga le me nt in versem ent p ro port ionn ell e à la

racine ca rrée du poids moléculaire. Ce fac te ur peu t. en pr atiqu e. lim iter le passage de

substances lipophile s de haut po id s mol écul a ir e. co mme le s l ip osom es. Enfin .

certa ines subs ta nces so nt présentes . dan s le sa ng . so us forme ioni sée et non ioni sée.

La proportio n rel ati ve de ces deu x form es dép end du pH sang uin et de la con st ante de

d issoc iat io n ' ionique de la subs ta nc e . Une mol écul e ionis ée é ta n t hydrophile. c'es t

don c se uleme nt so us la forme non ioni sée qu e les substan ces peuvent fr anchir la

ph ase lip idiqu e d 'une membrane.

En ce qui co nce rne les subs ta nces liées aux prot éines plas ma tiques . on

co nsi dé ra it j us qu' ic i qu'e lles ne fran chi ssa ient pas la BHE. M ais des é tudes récentes

ont montré qu e de tell es subs tances peu vent la tr averser. sa ns ê tre accompagnées de

la p ro téi ne (dans Le fau conn ier & Hau w, 1989). Un tel ph én om èn e po urra it résulter

d' une mod ificati on d u site de liaison de la subs ta nce à la pr ot éine plasm atique. qui

fera it su ite à des inte rac tio ns tr ansi toi res ent re ce tte pro téine et la pa ro i vascula ire

céré bra le . Cette modifi cati on dépend non se ulemen t de la subs tance en ca use mai s

auss i de la pro té ine . Par exemple. la co ns tante de di ssoc iation (Kd) du propanol 01 lié à

l'albumine n 'e st pas d ifférente in vitro et dan s la microcircul ali on cé ré bra le . Si le

prop an ol ol es t lié à une glycoproté ine. le Kd in vivo dan s les capi lla ires cé rébra ux

es t plu sieurs fo is supé rieur à ce qu'il est in vitro. Don c. pour conna î tre la vitesse de

passage d' un e s ubs ta nce. il faudrait mesurer sys té ma ti quement le Kd in vitro et in

viv o. dan s le s capilla ires cé rébraux.
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2. Diffusion facilitée et transport actif

Pour fonctionner. le cerveau consomme notamment des substances qui ne

sont pas liposolubles, comme le glucose. la principale source d'énergie des cellules

cérébrales. et certains acides aminés que les cellules cérébrales ne synthétisent pas.

Pour que ces substances indispensables puissent traverser la BHE. il existe des

systèmes capables de les reconnaître et de leur faire traverser la membrane

plasmique. Ces systèmes de transport facilité permettent le passage des métabolites du

sang au cerveau et vice versa.

Les membranes antiluminale et luminale sont différentes . en particulier

par leurs systèines de transport. De nombreux systèmes de transport ont été décrits du

sang vers la cellule endothéliale et de celle-ci vers le cerveau en ce qui concerne les

oses. les acides monocarboxyliques. les acides 'aminés. les amines. les purines. les

nucléosides. les ions. les peptides. etc.. . Un certain nombre de molécules pénètrent

grâce à un transporteur encore inconnu. Citons par exemple. certains médicaments

faiblement basiques qui pénètreraient sous forme ionisée le propano lol. la

Iidocaïne, les amphétamines (Lefauconnier & Hauw, 1989).

Les systèmes de transport ont des degrés de spécificité très variables.

Chaque système transporte au moins une substance endogène. comme des substrats

métaboliques. des nutriments ou des métabolites. Ces substances endogènes

représentent probablement les substrats fondamentaux des systèmes de transport.

Toutefois. si un médicament ou une autre substance exogène est présent et remplit les

conditions du transporteur, par exemple la configuration moléculaire ou la charge.

alors il sera transporté de manière compétitive par ce système. Certains transports

sont unidirectionnels. d'autres sont bidirectionnels. ce qui peut augmenter ou

diminuer la concentration du médicament dans le SNC. Ces systèmes de transport

assurent soit une diffusion facilitée. soit un transport actif. En ce qui concerne la

diffusion facilitée. il existe des récepteurs qui transportent leurs ligands en les

internalisant. C'est le cas par exemple pour le glucose, les gros acides aminés neutres

et les acides monocarboxyliques. Le transport actif par contre. demande de l'énergie,

ce qui explique la présence de beaucoup de mitochondries dans l'endothélium.

C'est le transporteur spécifique des hexoses qui a été découvert le premier

(dans Bodor & Brewster, 1983b). La spécificité des transporteurs h érnato­

encéphaliques est surprenante. Par exemple, le D-glucose et le L-glucose sont deux

stéréo-isomères du glucose. L'organisme tolère aussi bien le D- que le L-glucose, mais

seul le D-glucose est biologiquement actif. Or, le D-glucose passe très rapidement du

sang vers le tissu cérébral. alors que le cerveau n'extrait pas le L-glucose. Le

transporteur des hexoses. qui se trouve dans l'endothélium des capillaires cérébraux,

a donc une très forte affinité pour le D-glucose. Il est Na+ -dépendant. Le transport du
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Figure 27: Schéma représentant la disposition de certains transporteurs dans les
membranes luminale et antiluminale des cellules endothéliales des
capillaires cérébraux. Certains transporteurs accélèrent simplement la
diffusion osmotique (couleur claire); d'autres sont des mécanismes
actifs qui consomment de l'énergie (couleur sombre). Le D-glucose et
les gros acides aminés neutres comme la phénylalanine pénètrent dans
le cerveau grâce à des transporteurs situés dans les deux membranes de
la cellule endothéliale; ces substances peuvent, grâce à leurs
transporteurs, traverser la BHE dans les deux sens. Les ions K+ et les
petits acides aminés neutres, comme la glycine, ne passent que du
cerveau vers le sang. Ils sont expulsés du cerveau par des transporteurs
actifs présents surtout dans la membrane antiluminale. Le mouvement
de la glycine est couplé à celui des ions Na+, qui lui fournissent
l'énergie nécessaire. L'énergie du transport des ions K+ provient de la
dissociation d'une molécule d'ATP par l'ATPase; les ions Na + sont
simultanément pompés dans le cerveau. La glycine pourrait quitter
l'endothélium grâce aux transporteurs des gros acides aminés neutres.
Les ions K+ quittent l'endothélium par un canal encore inconnu (dans
Goldstein & Betz, 1986).



glucose augmente avec la concentration en glucose dans le sang. mais seulement

jusqu'à un certain point au-delà duquel la vitesse de transport n'augmente plus. il est

donc saturable. Toutefois . dans les conditions physiologiques. il n'est jamais saturé .

Dans l'endothélium des capillaires cérébraux. les transporteurs du glucose sont

présents à la fois dans les membranes luminales et antiluminales. de sorte que le

glucose puisse traverser complètement l'endothélium (Figure 27).

Il existe un système de transport des acides monocarboxyliQues. comme
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l'acide acétique. l'acide lactique et les corps

de substrat de remplacement pendant les

insuffisant. par exemple en cas de jeûne ou

cétoniques. Ces molécules peuvent servir

périodes où l'apport en glucose est

d'allaitement.

Le transport des acides ami nés est complexe. En fonction de leurs

propriétés chimiques. les acides aminés peuvent être classés en gros acides aminés

neutres. petits acides aminés neutres. acides aminés basiques et acides aminés acides .

Il existe plusieurs types de transporteurs pour les acides aminés

* Les acides aminés neutres se divisent en gros et en petits acides

aminés neutre s . Les vitesses de transport dans le cerveau sont très différentes pour

ces deux catégories. Les acides aminés neutres jouent un rôle particu 1ièrement

important. car ils sont nécessaires à la synthèse cérébrale des neurotransmetteurs et

des protéines . Plus de dix des gros acides aminés neutres utilisent le même

transporteur pour entrer dans les cellules endothéliales (Goldstein & Betz. 1986) . De

même que les transporteurs du glucose. les transporteurs des gros acides aminés

neutres sont présents à la fois dans les membranes luminales et antiluminales

(Figure 27) . Ces acides aminés "essentiels" peuvent ainsi atteindre le tissu cérébral.

Par contre. les petits acides aminés neutres ne sont pas transportés du sang vers le

ce rveau. En effet. les cellules cérébrales synthétisent les petites molécules . En outre.

l'un au moins des petits acides aminés neutres . la glycine. est un neurotransmetteur

inhibiteur. dont la concentration doit rester bien inférieure. autour des cellules

nerveuses que dans le sang. Toutefois. Goldstein & Betz (1986) ont mis en évidence. i Il

vitro. un système de transport capable de concentrer la glycine dans les cellules

endothéliales. Les auteurs ont proposé un modèle de répartition asymétrique des

transporteurs : le transporteur des petits acides aminés neutres doit être présent dans

la membrane antiluminale uniquement. Ainsi. ces acides aminés peuvent être

évacués du cerveau. mais n'y sont pas introduits (Goldstein & Betz. 1986).

Il existe donc une répartition asymétrique des transporteurs des deux cotés

des cellules endothéliales. Quand le glucose et les gros acides aminés sont transportés

du sang vers le cerveau. ils pa ssent d'une concentration assez élevée à une

concentration bien inférieure. C'est donc le gradient de concentration lui-même qui



fournit l'énergie du transport. et les transporteurs ne font que faciliter la diffusion

qui se produirait sans eux. mais plus lentement. En revanche. pour qu'un composé

passe d'une région de faible concentration à une région de concentration plus forte.

comme dans le cas de la glycine. il lui faut de l'énergie . Dans le cas des petits acides

aminés neutres comme la glycine. cette énergie provient des ions Na+ qui rentrent

dans l'endothélium sous l'action de leur propre gradient de concentration (Figure

27) . Ces acides aminés ressortent ensuite des cellules endothéliales. par la face

lum in al e , probablement grâce aux transporteurs des gros acides aminés neutres

(Goldstein & Betz, 1986) .

Certains métabolites passent du cerveau vers le sang grâce à des systèmes

différents de ceux qui existent pour le passage sang-cerveau. En ce qui concerne les

acides aminés neutres. par exemple. on connaît un seul système d'entrée. le système

L (leucine) et trois systèmes de sortie. les systèmes A (alanine). ASC (alanine. sérine,

cystéine) et L.

* Le système de transport des acides aminés basiques est bidirectionnel

et satu rable , certains auteurs l'ont nommé système Ly+ (dans Bodor & Brewster.

1983b).

* Le système de transport des acides aminés acides a une affinité

importante pour l'acide glutamique et est complètement saturé aux concentrations

physiologiques.

Un système de transport des purines a été isolé (dans Bodor & Brewster.

1983b). Les purines. contrairement aux pyrimidines. ne peuvent pas être

synthétisées dans le SNe. L'activité de ce transporteur est élevée chez le nouveau-né

puis diminue avec l'âge.

En ce qui concerne le . transport des amines. c'est par diffusion facilitée

que la choline entre dans le cerveau où elle est utilisée pour la synthèse de

l'acétylcholine et de certains phospholipides. En effet le tissu cérébral ne synthétise

pas de choline.

Récemment. un transporteur pour les hormones thyroïdiennes a été

décrit. La thyroxine et la triiodothyronine son transportées au niveau de la BHE, par

des systèmes indépendants et unilatéraux. la thyroxine étant transportée du cerveau

vers le sang et la triiodothyronine du sang vers le cerveau. Par contre. la tyrosine et

l'ion iodure ne sont pas transportés.
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Les pro st a gl andin e s e t plus gé né ra leme nt les ei c o s an oïd e s so nt p roduits

dan s le ce rveau où leur mét abolism e es t fai ble. et ils so nt é lim inés par un systè me de

tran sport spéc ifique au niveau des ple xus choroïdes, et peut -êt re au ni veau de la BHE.

Il es t évident qu 'il existe un système de tr ansp ort des nu cl é o sid e s. co m me

l'adénosine e t la gua nosi ne, e t des vit amin e s , mai s sa locali sati on est ince rtaine sauf

pou r la th yamin e qui possèd e deu x tr an sp orteurs dan s le s capi llai res céré b ra ux . On

pen se qu'il est locali sé surto ut dans les plexu s choroïdes (Ba tes , 1985).

Il exi st e un système de transport des é le c t ro ly tes : la Na+-K+ -ATPase assu re

le tr an sp ort des ion s Na+ et K+ . De mêm e qu e la glycine, les ion s K+ exerc en t une

ac t ion importante su r la tr an smission des influ x nerveux , e t leur conce ntrat ion es t

m a intenu e à un fa ibl e ni ve au dan s le liqui de ex trace ll u lai re cé ré b ra l. Ces deu x

substances ont un aut re po int co mm un la membran e luminal e de l'endothélium leur

es t rel ati vement impermé abl e . Les ions K+ so rtent du ce rveau par un systè me de

transpo rt saturable (da ns Goldst ein & Betz. 1986). Ce tr an sp o rt es t ac tif co mme ce lui

de la g lyci ne , c'e s t-à-d ire qu 'il s 'e ffect ue contre un g radie n t de conce ntra t ion . M ai s

les méc ani sm es de ces de ux types de trans po rt ac tif so nt différents : la membran e

anti lum ina le co nt ie nt une enzy me. la Na" - K + -A'TPase, en plus gra nde qu antité qu e la

me mb ra ne lumin al e (F ig u re 27) . L 'ATPase co ns t i tue un e pompe qui tran sporte

sim ult anément les ion s Na" de l'end oth él ium ve rs le SNC et les ion s K+ du SNC ve rs

l' end oth élium. da ns les deu x cas co ntre un gra d ie n t de conce n tra t io n. L 'énergi e

nécessair e es t fo u rn ie par l 'hydrol yse de l'ATP en ADP. Les ions K+ ressortent de s

ce l lu les endoth éli al es probabl ement par des pores dan s la membran e lumin al e

(Go lds te in & Betz , 1986 ; Fi gure 27) . Ce sys tème permet donc à l'endothélium de

maintenir un e con centrat ion faibl e en K+ dan s le SNC et de se déb arrasser lui-même

des ion s K+ e n excès, g râce à la répartition asy mé triq ue de l' en zym e de pompage

entre les deu x faces de la ce ll ule endo thé lia le . On rem arque qu e le Na+ intervient à la

fois dan s le tran sp ort du K+ et da ns ce lui des aci des aminés ne utres .

dansant i lum inalemembran elatr av erspar le récepteur à

cé ré b ra l.

Les p ep t id e s possèd ent un sys tè me de tr an sport. En e ffe t. des réce pte urs

peptidiq ues ont é té déco uve rts récemment au ni veau de la BHE (Pard ridgc , 199 1). Des

é tudes o nt montré qu e le tr ansp o rt de l'in sul in e e t de la tr ans ferrine é tai t effec tué

par des récepteurs ve rs l'espace in terstitiel cé ré bra l. On a ppe lle ce processu s

tra nscy tose médiée par récepteur. Elle co mpo rte rai t tro is é ta pes

un e endocytose médi ée par le récepteur du co té sa ng uin de la BHE

- la diffu sion du peptide o u du complexe récepteur-peptide à tr av ers le cytop lasme

endo thé lial

- l'ex ocytose médi ée

l' e space interst itiel



Dans les plexus choroïdes. un nombre similaire de systèmes de transport a

été observé (dans Reed, 1980) . Parmi les substances transportées, on tro uve le

glucose, les acides aminés, les acides et bases organiques, les ions inorganiques et les

vitamines . En plus des systèmes de transport, il existe dans les plexus choroïdes, des

mécanismes d'efflux actif, des transporteurs ayant no tamment été décrits pour les

anions, l'ion iodure et les ca tions.
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E. Co nséQue nces p h a r m ac a l a l:i QIl es

Pour pouvoir exercer son action sur le tissu cérébral, une substance

neuroactive doit être capab le de traverser la BHE. Plusieurs facteurs régissent ce

passage .

1. Facteurs influençant le passage des médicaments à travers la BHE

a . LjQoo/iili<'

La lipophi lie de la substance va influencer fortement son passage de la

phase aqueuse du plasma à la membrane plasmique lipidique des cellules

endothélia les. Pour mesurer la nature lipophile d'une molécule, on peut utiliser le

coefficient de partage lipide/eau. Oldendorf (1975 dans Reed, 1980) a montré que les

substances ayant des coefficients de partage lipide/eau supérieurs à 0 .04 sont

rapidement éliminés du plasma vers le SNe. C'est le cas, par exemple. de l'éthanol, de

la nicotine et de la caféine . En-dessous de 0.02, l'entrée dans le cerveau est très lente

(exemp le : acide ascorbique, acide acétylsalicylique) .

b . D<'Rré d' iollisatio ll ct liaisoll aux Qrotéilles

Les facteurs augmenta nt la nature hydrophi le d'une substance vont

réduire sa capacité à pénétrer dans le SNe. Ces facteu rs sont la charge ioniq ue, le pK a

(pourcentage d'io nisation) et enfin. la liaison aux protéines et à l'hyd rogène. En

raison de la forte affinité des mo lécules chargées pour un environnement aqueux.

seule la fraction non ionisée es t considérée comme libre de diffuser à travers la

membrane. C'est pourquoi. le pK a de la substance et le pH du plasma vont déterminer

la fraction de substance qui sera non ionisée. Rapaport ( 1976 dans Reed. 1980) a

montré que le paramètre de partition p* était une approximation acceptable du taux

de transfe rt des méd icaments du plasma au SNe. p* es t éga l au produit de la

concentration de la fraction de médicament non ionisée dans une so lution aqueuse et

de la liposolubilité du médicament non ionisé mesurée par le coefficient de partage

lipide/eau.



Le pH sanguin est relativement stable. il a donc des effets minimes sur les

changements de perméabilité de substances à travers la BHE. à l'exception toutefois.

des substances ayant un pK a proche de 7.4 pour lesquelles même de légères

modifications du pH sanguin vont produire des changements importants du degré

d'ionisation.

c. AfjinUé pour un système de transport

Par ailleurs. l'entrée d'un médicament dans le SNC dépend de sa capacité à

traverser la BHE par transport actif ou diffusion facilitée. En effet, certaines

substances traversent la BHE en utilisant les transporteurs spécifiques présents dans

les capillaires. si leur structure est proche de celle des substrats endogènes. C'est le

cas. par exemple. de certains médicaments dérivés d'acides aminés neutres comme la

L-dopa ou des amphétamines qui pénètrent . au moins en partie. par diffusion

facilitée.

En résumé. d'une part. si une substance est significativement liposoluble

(rapport lipide/eau > 0.02-0.04) . alors elle entrera facilement dans le cerveau.

Cependant. si la liposolubilité est trop grande. il peut être difficile de maintenir des

taux cérébraux adéquats. car la substance aura tendance à quitter le cerveau

rapidement et à s'accumuler dans divers tissus adipeux. D'autre part. l'accessibilité au

cerveau de petites molécules hydrosolubles (rapport lipide/eau < 0.02) est fortement

réduite par la BHE. On peut augmenter le passage d'une molécule en réduisant sa

charge et sa capacité à former des liaisons hydrogènes . La liaison aux protéines peut

également influencer le taux cérébral d'une substance. puisque seule la fraction

libre est capable d'entrer dans le SNC. De plus. si la fraction liée aux protéines est très

importante. elle peut représenter un grand réservoir de substance susceptible d'être

libéré par inadvertance par l'administration de substances compétitives pour la

liaison. et une forte toxicité peut en résulter. Si une substance remplit les conditions

de transport par un ou plusieurs systèmes de transport dans les capillaires ou les

plexus choroïdes. son taux d'entrée ou de sortie du SNC peut être modifié d'une

manière très importante. On peut éviter cela. au moins en partie. en administrant

une substance qui entre en compétition pour le transport.

2. Atteinte de la BHE dans certains états pathologiques ou expérimentaux

On sait que la BHE peut être affectée dans un certain nombre de conditions

pathologiques ou induites expérimentalement (dans Bodor & Brewster. 1983b). L'effet

produit peut être le résultat de changements des composantes structurales des

capillaires cérébraux comme les jonctions ou l'activité de pinocytose. Dans ce cas. on
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Figure 28: Méthodes d'ouverture de la BHE par injection carotidienne d'une
solution hyperosmotique (A) ou par hyperpression dans le capillaire
(B) comme cela se produit, par exemple dans l'hypertension aig üe (dans
Bustany, 1983).



observe une augmentation généralisée de la perméabilité. Ou bien, l'atteinte de la

BHE peut être localisée au niveau des systèmes de transport et produire des

changements de perméabilité spécifiques. Dans le cas d'une augmentation

généralisée de la perméabilité, si des protéines plasmatiques ou d'autres composés

entrent dans ' le SNC, cela s'accompagne d'une entrée massive d'eau et provoque un

œdème cérébral.

Les bases morphologiques de ces changements de perméabilité sont

souvent controversées, en particulier pour le traitement hyperosmotique des

capillaires cérébraux. En effet, on peut ouvrir la BHE par perfusion carotidienne de

solutions hyperosmolaires, ce qui provoque une augmentation rapide et importante

de la perméabilité de la BHE. D'après certains auteurs, la solution hyperosmotique

provoque une évacuation d'eau par les cellules endothéliales qui diminuent de

volume, ce qui entraîne l'ouverture des jonctions serrées et donc de la BHE (dans

Bodor & Brewster, 1983b Figure 28). Mais d'autres auteurs suggèrent que

l'augmentation de la perméabilité résulte d'une augmentation du transport

vésiculaire induite, grâce à un mécanisme encore inconnu , par l'élévation locale de

la pression sanguine. En effet, l'examen ultrastructural des capillaires cérébraux ne

montre ni lésion des capillaires ni ouverture des jonctions (dans Bodor & Brewster,

1983b). Dans tous les cas, l'ouverture de la BHE est transitoire et réversible, et ne

produit pas d'œdème . Ce genre d'ouverture de la BHE peut se produire in vivo,

principalement dans les poussées hypertensives où l'augmentation de la tension

artérielle provoque l'ouverture de la barrière (Figure 28). C'est pourquoi.

l'hypertension est une maladie majeure qui peut produire un certain nombre de

complications débilitantes et dans certains cas, une maladie rare, l'encéphalopathie

hypertensive .

On observe également une atteinte de la BHE dans les tumeurs cérébrales

primaires et dans les cancers cérébraux secondaires métastatiques . Dans ces régions,

les jonctions serrées sont détruites, les capillaires sont fenestrés et présentent des

jonctions lacunaires, ce qui a amené à penser que ces déficiences permettraient de

traiter les tumeurs. Malheureusement, les expériences cliniques ont montré que ce

n'est pas le cas et de nombreux agents utilisés en chimiothérapie sont efficaces

contre les tumeurs périphériques, mais inefficaces contre leurs métastases

secondaires cérébrales. Ceci s'explique par deux phénomènes : d'abord , c'est surtout

dans la portion centrale, à croissance lente, que la structure des capillaires est

désintégrée, et plus on se déplace vers la périphérie de la tumeur, plus les anomalies

vasculaires diminuent ensuite, comme seule une superficie assez faible des

vaisseaux cérébraux est perturbée. tout médicament qui atteint le néoplasme diffuse

rapidement dans les aires environnantes, et sa concentration ainsi que son efficacité

sont diminuées d'autant dans la tumeur (dans Bodor & Brewster, 1983b). L'infarctus

cérébral perturbe également le fonctionnement de la BHE.
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Pression artérielle

Atteinte de la BJIE3. moyenne (mm H2J

TRAITEMENT Nombre 0 1 2 Avant la Après la

d'animaux cri se crise

PTZ (1Oûmz/kz) 12 4 5 3 108 :1: 6 165 :1: 7*

10 électrochocs 12 7 5 0 111 :1: 7 163 :1: 8*

Contrôle 5 5 0 0 104 :1: 11 -

Tableau Il: Effet du PTZ et des électrochocs sur la pression artérielle moyenne et
sur la perméabilité de la BHE. a: L'estimation visuelle de la diffusion du
Bleu Evans dans le SNC a été portée sur une échelle de 0 à 2 où 0 =
aucune; 1 = légère; 2 = moyenne. *: Test de Student par rapport au lot
contrôle, p < .001 (d'après Ôztas & Sandalci, 1984).
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Figure 29: Moyenne de la pression artérielle (MABP) des rats après administration
Lv. de PTZ (l00 mg/kg) ou durant l'administration de 10 électrochocs
(ES). EB = Injection Lv. de Bleu Evans (dans Ôztas & Sandalci, 1984).



Les chocs électroconvulsifs de même que les crises induites par le PTZ

provoquent une augmentation de la perméabilité capillaire cérébrale à de nombreux

marqueurs plasmatiques, l'importance de l'augmentation de perméabilité étant

proportionnelle au nombre de chocs ou à la quantité de composé administré (Oz tas &

Sand alci , 1984). Les convulsions induites électriquement ou chimiquement

s'accompagnent également d'une élévation de la pression sanguine qui pourrait être

responsable de l'augmentation de perméabilité. La perméabilité de la BHE est

augmentée de façon plus importante par les crises induites par le PTZ que par les

crises induites par les chocs électriques (Tableau Il ; Ôztas & Sandalci, 1984). En ce

qui concerne l'élévation de la pression sanguine, l'amplitude est la même dans les

deux cas (Tableau 11), mais sa durée est différente : les convulsions induites par le

PTZ provoquent une élévation soutenue de la pression artérielle pend ant toute la

durée de l'expérience (l0 mn) , alors que les ' convulsions induites électriquement

provoquent, immédiatement après chaque choc, une élévation suivie d'une baisse

rapide en vingt à trente secondes, la pression maximale atteinte diminuant avec le

nombre de chocs (Figure 29). On peut donc supposer que l'hypertension continue est

l'un des facteurs nécessaires pour accroître la perméabilité de la BHE.

3. Différentes méthodes développées pour libérer les médicaments dans

le SNC

Du point de vue clinique, le problème fondamental consiste à faire

traverser la BHE à des médicaments susceptibles d'agir sur le SNC, afin de traiter des

maladies neurologiques. Certains médicaments , comme le chloramphénicol

(antibiotique), sont très liposolubles et pénètrent facilement dans le SNC. En

revanche, de nombreux autres médicaments, notamment les pénicillines, sont très

peu liposolubles et ne pénètrent que très difficilement, voire pas du tout, dans le SNC.

On peut, dans le cas de substances très peu toxiques comme les pénicillines ,

administrer de très fortes doses. La forte concentration sanguine permet de

compenser. en partie, la faible lipophilie et augmente le passage dans le SNC. Mais le

plus souvent. cette méthode provoque des effets secondaires ou toxiques importants.

La première technique utilisée pour faire pénétrer dans le SNC des

substances traversant peu ou pas la BHE, a été d'administrer la substance directement

dans le LCR. L'injection peut être réalisée au niveau lombaire, cisternal ou

ventriculaire à l'aide d'un cathéter (Figure 30). Mais. dans ces conditions . elle diffuse

préférentiellement à la surface du cerveau, plutôt que dans le parenchyme cérébral.

Cette technique est donc surtout utile pour les affections méningées. En

chimiothérapie par contre. les injections intrathécales sont appliquées depuis

longtemps. f".lur le traitement des tumeurs cérébrales. Malheureusement, pour
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Figure 30: Méthodes d'injection directe de substances dans le SNC. A: injection
cisternale; B: injection ventriculaire; C: injection lombaire; 1: espace
sous-arachnoïdien; 2: dure-mère; 3: villosités arachnoïdiennes; 4:
moelle épinière (dans Bates, 1985).



limiter le nombre d'injections. il faut souvent administrer de grandes quantités de

médicaments. et la toxicité de nombreux agents chimiothérapiques produit parfois

des effets secondaires graves. Par ailleurs. des risques liés à la pose du cathéter. aux

variations de la pression intracérébrale . du pH ou de l'osmolarité sont importants et

limitent cette technique à des pathologies graves. Cette technique a cependant été

reconsidérée au cours des dernières années. grâce à des tentatives de mise au point

de pompes implantables, de systèmes de polymères implantables et biodégradables

(Peterson, 1989). et de transplantations de tissu neural (Harbaugh, 1989). Des

injections i.c.v. par cathéter ont notamment été testées en clinique dans des cas de

maladie d'Alzheimer (Harbaugh, 1989).

Une seconde technique consiste à ouvrir la BHE. comme nous l'avons déjà

décrit. par perfusion carotidienne de solutions hyperosmolaires. ce qui provoque

une augmentation rapide . transitoire et réversible de la perméabilité de la BHE

(Figure 28). Cette technique d'ouverture réversible de la BHE a été utilisée pour

l'absorption tumorale d 'agents antinéoplasiques chez l'homme. mais elle reste

expérimentale à cause des inconvénients liés aux injections dans l'artère carotide

interne.

Une autre possibilité est l'utilisation de facteurs chimiques modifiant les

propriétés de la substance et facilitant son pas sage à travers la BHE : modification de

la lipophilie. de l'ionisation. de la liaison aux protéines. utilisation de substances

ayant un transporteur dans la BHE. etc.... En pratique. seule l'augmentation de la

lipophilie a été. jusqu'à présent. employée avec succès. On peut par exemple.

enfermer les substances hydrosolubles dans des liposomes pour leur faire franchir

la BHE. Mais le poids moléculaire élevé des liposomes entrave leur passage. Par

ailleurs. ils sont captés préférentiellement par le foie et la rate. ce qui rend difficile

leur diffusion vers le cerveau (Lefauconnier & Hauw, 1989). On peut aussi envisager

de faire pénétrer des substances en les couplant à un peptide transporté facilement.

grâce à une liaison qui doit pouvoir être hydrolysée. Par exemple. la ~ -endo rphine a

été couplée à l'albumine cationisée qui, contrairement à l'albumine native. traverse

la BHE. Le peptide franchit alors la barrière (dans Lefauconnier & Hauw, 1989).

Une méthode plus générale. le principe des prodrogues, consiste à modifier

des médicaments chimiquement et transitoirement. par exemple en masquant leurs

groupements polaires pour augmenter leur passage à travers les membranes

cellulaires. La prodrogue doit être inactive mais redonner le médicament actif in

vivo. Ainsi. la prodrogue traverse la BHE et le composé initial est réobtenu par

transformation enzymatique ou chimique. Cette méthode a été largement

expérimentée dans différentes classes de médicaments (antibiotiques.
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antinéoplasiques. mydriatiques. anxiolytiques et antiépileptiques par exemple). la

plupart des prodrogues synthétisées jusqu'à présent étant des esters simples ou des

amides (Bodor & Brewster. 1983b). Ces composés redonnent l'acide. l'alcool ou l'amine

d'origine grâce aux hydrolases présentes in vivo. Mais. l'augmentation de la

lipophilie n'est pas spécifique et augmente également la diffusion dans les autres

organes et par la même occasion. les effets secondaires systémiques. Par conséquent.

la non spécificité est l'un des défauts majeurs du principe des prodrogues. De plus. la

molécule initiale n'est pas toujours réobtenue et des métabolites indésirables ou

toxiques peuvent apparaître .

Une façon plus élégante et plus spécifique consiste à utiliser la

perméabilité sélective de la BHE et les propriétés métaboliques du SNe. Le principe est

de modifier chimiquement le médicament pour qu'il soit capable de traverser la BHE

et qu'il soit ensuite métabolisé dans le SNC en une forme incapable de retraverser la

BHE. Il est donc piégé dans le SNC et y produit un effet local intense. Prenons le cas de

l'héroïne et de la morphine. Ces deux molécules se ressemblent beaucoup. La seule

différence est que la molécule d'héroïne po ssède deux groupes acétyles (CH3 CO) là où

la molécule de morphine comporte des groupes hydroxyles (OH). Grâce à celle

différence. l'héroïne est très liposoluble contrairement à la morphine. et pénètre

beaucoup plus rapidement dans le SNC. Après le passage de la BHE. l'héroïne est

transformée. par des enzymes cérébrales . en morphine qui est moins liposoluble et

reste piégée dans le SNC. Mais. l'inconvénient majeur de celle méthode est que.

comme pour toutes les prodrogues, l'héroïne diffuse dans tout l'organisme.

Bodor et al. (1981) ont tenté d'améliorer la spécificité de ce principe vis-à­

vis du SNC et l'ont appliqué à différents médicaments. en les couplant à un noyau

dihydropyridine, fortement liposoluble. Dans le SNC. les enzymes oxydatives

cérébrales peuvent transformer celle base en sel de pyridinium quaternaire. et le

médicament est ainsi piégé dans le SNe. Ce sel est lui-même hydrolysé pour redonner

le médicament et une substance non neurotoxique. En périphérie également. les

enzymes oxydatives transforment la base en sel de pyridinium, mais contrairement à

ce qui se passe dans le SNC. ce sel est rapidement éliminé en raison de sa charge

ionique et de son caractère hydrophile. Ainsi. dans les organes périphériques. la

concentration en médicament est très faible. alors que le médicament est libéré de

façon spécifique et soutenue dans le SNC. Il s'agit de la méthode des SLC qui a été

appliquée à plusieurs catégories de médicaments et que nous nous sommes proposés

d'appliquer au GABA.
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1V. LES SYSTEMES DE LIBERATION CHIMIQUE (SLC)

A. HistoriQue

De grands progrès ont été réalisés, en ce qui concerne la lib ération de

médicaments dans le cerveau, grâce aux travaux effectués avec un sel quaternaire

polaire. le chlorure de N -méthylpyridinium-2-carbaldoxime (2-PAM). Cette

substance est un médicament de choix pour le traitement des intoxications par des

organophosphates et exerce son effet en réactivant une enzyme désacti vée lors de

l'intoxication, l'acétylcholinestérase (dans Bodor & Brewster, 1983b). Plus

précisément. cette enzyme ayant été désactivée par phosphorylation , est réactivée

par une attaque nucléophile du 2-PAM. Malheureusement, les phosphates organiques

sont très lipophiles et diffusent rapidement dans ' tout l'organisme, y compris le SNe.

Pour réactiver les enzymes cérébrales, le 2-PAM doit donc être libéré dans le SNC. Or,

étant donné que le 2-PAM est un sel de pyridinium quaternaire, il ne traverse pas la

BHE et est inefficace vis-à-vis des intoxications centrales. Sa nature polaire limite sa

distribution mais favorise également son élimination, ce qui raccourcit sa demi-vie

biologique. De nombreux analogues du 2-PAM ont été synthétisés pour résoudre ces

problèmes mais se sont tous avérés moins actifs que le 2-PAM. Bodor et al. (1975),

plutôt que de rechercher des analogues, se sont intéressés aux problèmes de

distribution du 2-PAM lui-même. Après injection i.p, à des souris. on retrouve 44 % de

la dose de 2-PAM injectée dans les urines. 20% seulement dans les organes viscéraux

et enfin. très peu de 2-PAM atteint le SNC (dans Bodor & Brewster, 1983b) . C'est

pourquoi. les auteurs ont enlevé la charge positive du 2-PAM en réduisant

chimiquement ce composé quaternaire pour obtenir la dihydropyridine

correspondante (Bodor et al .. 1975. 1976 ; Shek et al .• 1976a,b). Cette réduction produit

une amine tertiaire beaucoup plus lipophile que le 2-PAM. Or, les dihydropyridines

substituées sur l'atome d'azote sont relativement instables et rapidement oxydées

pour redonner le composé quaternaire. C'est ce système rédox qui est la base d'un

système de coenzymes important, le système NADHH NA D+. Ainsi, la première étape

consistait à synthétiser le dihydro-2-PAM, mais cette molécule s'est avérée très

instable (Bodor et al., 1976). Par conséquent, les auteurs ont fabriqué une prodrogue

du 2-PAM, le 1-méthyl-1,6-dihydropyridine-2-carbaldoxime ou pro-2-PAM qui a plus

d'affinité que le 2-PAM pour différents organes, y compris le cerveau, et qui est

rapidement transformé en 2-PAM in vivo. Lorsque le pro-2-PAM est injecté par voie

systémique à des souris, on trouve treize fois plus de 2-PAM dans le cerveau que

lorsqu'on injecte du 2-PAM (Bodor & Brewster, 1983b). Après Injection périphérique

de pro-2-PAM, on retrouve. dans le cerveau, 1.5% de la quantité administrée. Or, le

cerveau représente 1.5% de la masse corporelle, il y a donc distribution uniforme. De

plus, le pw-2-PAM n'est transformé qu'en 2-PAM c'est-à-dire qu'aucun métabolite
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indésirable n'apparaît. L'oxydation du pro-2-PAM est très rapide in vivo. et aboutit,

dans le cerveau. à l'accumulation de 2-PAM capable de réactiver les enzymes

cérébrales phosphorylées (Bodor & Brewster , 1983b). Le pro-2-PAM montre

d'ailleurs, beaucoup plus d'efficacité que le 2-PAM pour réactiver les enzymes

phosphorylées.

Le choix du système rédox dihydropyridine--s sel de pyridinium pour la

libération de substances dans le cerveau semble donc être un bon choix. au moins

pour le 2-PAM. Ce système permet de convertir temporairement des composés

polaires en composés lipophiles et ainsi. d'augmenter leur capacité à traverser la

membrane plasmique. Contrairement à l'entrée dans le SNC, l'efflux d'un composé

hors du SNC n'est pas précisément proportionnel à sa lipophilie, et le 2-PAM en est

l'exemple puisqu'il est rapidement éliminé dans tout l'organisme . y compris dans le

cerveau . après administration systémique soit de 2-PAM, soit de pro-2-PAM. Des

études détaillées ont montré que les sels quaternaires de petite taille, comme le 2­

PAM , sont éliminés rapidement, probablement par des phénomènes actifs, alors que

les sels quaternaires de grande taille comme la berbérine , sont éliminés lentement,

vraisemblablement par des processus passifs tels que la circulation du LCR (Bodor &

Brewster. 1983b). L'élimination lente des sels quaternaires de grande taille a été mise

à profit dans le développement du ciblage de molécules vers le SNC puisqu'elle

permet d'obtenir des concentrations élevées et soutenues en composé neuroactif dans

le SNC.

Le développement du principe du système rédox dihydropyridine e-e sel de

pyridinium a ensuite été orienté dans deux voies : d'une part, avec des substances

neuroactives contenant des groupements pyridinium comme la berbérine (agent

antinéoplasique). et d'autre part. avec des substances neuroactives , ne contenant pas

ce groupement, auxquelles est rattaché chimiquement un transporteur de type

pyridinium. La première voie de développement correspond à un système de

prodrogues et la deuxième correspond aux systèmes de libération chimique ou SLC

qui nous intéressent plus particulièrement.

B. Principe

A partir des travaux réalisés avec le 2-PAM (Shek et al .• 1976a,b) et la

berbérine (Bodor & Brewster, 1983a), un schéma de distribution de substances actives

par l'intermédiaire d'un transporteur a été élaboré (Figure 31). Il consiste à coupler

chimiquement un agent pharmacologiquement actif à un transporteur de type

pyridinium, qui pourrait être un acide nicotinique substitué ou la nicotinamide.

Après le couplage. le complexe substance active-transporteur est réduit pour donner

la dihydropyridine . Ce complexe réduit peut ensuite être administré par voie

systémique. Etant donné que sa perméabilité membranaire a été augmentée. il
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traverse la BHE et est distribué puis oxydé (kox) dans tout l'organisme, en particulier

par les NADH déshydrogénases. La vitesse d'oxydation peut être contrôlée grâce à un

positionnement judicieux des substituants sur le cycle pyridine. Lors de l'oxydation,

le complexe substance active-transporteur devient polaire. C'est pourquoi, il est

rapidement éliminé en périphérie par des processus rénaux et/ou biliaires (k out 2)

alors que dans le cerveau, ce composé est retenu en raison de sa taille et de sa charge.

Le clivage de la substance active (kclivage) et du transporteur oxydé aura lieu à la fois

en périphérie et dans le SNC. Si la vitesse de clivage du complexe dans le cerveau est

supérieure à la vitesse de son efflux (c'est-à-dire, kout 1 « kclivage), on obtiendra une

libération soutenue de la substance (Figure 31 ; Bodor & Brewster, 1983b).

Ce schéma a de nombreux avantages. La concentration du complexe

substance active-transporteur qui, d'une manière idéale, est inactif, augmentera

dans le cerveau alors qu'elle diminuera rapidement en périphérie. Cette réduction de

la concentration systémique de la substance clivée permet de réduire la toxicité. De

même. la concentration de la substance libérée dans le cerveau sera faible, puisque

le processus de clivage est lent et prolongé. Etant donné que la substance active est

libérée à partir du transporteur oxydé. le complexe substance active-transporteur

n'est pas une prodrogue mais plutôt une pro-prodrogue ou SLC.

Cette méthode semble nettement supérieure aux simples prodrogues de

type ester ou amide où l'on masque temporairement les groupements polaires pour

permettre le passage de la BHE, car elle libère les composés spécifiquement dans le

cerveau tout en maintenant une concentration périphérique faible. Ceci permet

d'augmenter l'efficacité centrale de l'agent et de diminuer les effets toxiques

périphériques associés . En effet. il apparaît de plus en plus évident que de simples

prodrogues ne peuvent pas, dans de nombreux cas, résoudre les problèmes de

distribution de médicaments. C'est pourquoi, les approches plus sophistiquées, comme

celle des SLC, doivent être progressivement développées .
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c. Reyue bibIj0l:raphiQue substances actives couplées

1. SLC appliqués aux neurotransmetteurs et aux acides aminés

a. 8-Phénéthy/amine

La première application de ce schéma de distribution par un transporteur

a été la p-phénéthylamine (Bodor & Farag, 1983a). En effet, cette molécule est un bon

modèle pour diverses amines endogènes comme la dopamine, la tyrosine, l'adrénaline

et la noradrénaline. Or. dans plusieu rs maladies, on a pu constater des déficiences en

amines biogènes. Citons par exemple le parkinsonisme, qui présente une déficience



en dopamine ou la maladie de Huntington associée à une diminution du taux de GABA.

Malheureusement, ces neurotransmetteurs ne traversent pas la B HE après

administration systémique, en raison de leur métabolisme rapide et de leur polarité

élevée. Le principe des SLC pouvait donc contribuer à alléger ces problèmes. Après

administration systémique du phénéthylamine-SLC sous la forme lipophile, la

concentration du complexe oxydé augmente lentement dans le cerveau, atteint son

maximum après 80 mn puis diminue lentement (Bodor & Farag, 1983a). Par contre, si

on administre le complexe, toujours par voie systémique. mais sous la forme de sel

quaternaire, il n'est pas détectable dans le cerveau alors que sa concentration décroît

rapidement dans la circulation - systémique. Ces résultats confortent le schéma des SLC

proposé.

b. Dooamine

La dopamine. comme la plupart des neurotransmetteurs. ne traverse pas la

BHE. Une prodrogue de la dopamine. la L-Dopa, a été employée en clinique pour le

traitement du parkinsonisme, mais elle exerce une toxicité périphérique qui limite

son administration. Un SLC a donc été appliqué à la dopamine (Bodor & Farag, 1983b ;

Bodor & Simpkins, 1983 Simpkins et al., 1985). Les études de distribution des

complexes dopamine-transporteur ont donné de bons résultats comme dans le cas de

la phénéthylamine, mais les concentrations centrales en dopamine étaient variables

et les animaux ne manifestaient aucun des effets physiques provoqués par

l'administration de dopamine. Pour déterminer si de la dopamine était effectivement

libérée. les auteurs ont examiné l'effet du dopamine-SLC sur la sécrétion de

prolactine qui est normalement inhibée par la dopamine. En effet. une diminution

significative et prolongée de la sécrétion de prolactine a pu être observée après

administration du dopamine-SLC (Simpkins et al ., 1985). Ainsi. la quantité de

dopamine libérée était trop faible pour induire les effets physiques souvent

indésirables. mais elle était suffisante pour provoquer les réponses

pharm aco 10gi q ues .

c. .GA.lùl

Le GABA est le neurotransmetteur qui traverse le plus difficilement la BHE.

En effet, Kuriyama & Sze (1971) ont étudié l'influx et l'efflux cérébral du 3 H - G A B A

chez des souris et des lapins adultes. après injection de 3 H-GABA par voie i.p. et i.e. v.,

respectivement. Ils ont montré que les molécules radioactives traversant la BHE dans

un sens ou dans l'autre, correspondaient uniquement à des métabolites du GABA.

notamment la glutamine, et donc que le 3 H-GABA ne pénétrait pas dans le SNC après

administration i.p. et qu'il ne quittait pas le SNC après injection i.c.v .. Le GABA est
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très hydrophile et se trouve surtout sous forme ionisée au pH physiologique. Ainsi.

les propriétés de la BHE, que nous avons décrites précédemment, expliquent bien

cette imperméabilité vis-à-vis du GABA. De plus. le système de transport des acides

aminés acides est saturé par le glutamate dans les conditions physiologiques . Pour

"forcer" le passage de la BHE, il faut soit administrer de très grandes quantités de

GABA. ce qui favorise l'apparition d'effets secondaires systémiques, soit administrer

directement le GABA dans le SNC, avec les inconvénients que l'on sait. Or. au vu des

propriétés neurophysiologiques et comportementales que nous avons décrites pour

ce neurotransmetteur. notamment des effets anxiolytiques très probables et des

effets anticonvulsivants importants, il serait très utile. pour le traitement de

différents cas cliniques comme l'épilepsie ou l'anxiété. de développer une technique

permettant au GABA d'accéder à son site d'action, le SNC. Pour pouvoir agir au niveau

neuronal, le GABA doit donc être modifié, par exemple en augmentant sa Iipophilie,

grâce à la méthode des SLC .

Deux types de GABA-SLC ont été étudiés : des dérivés du GABA utilisant la

trigonelline comme transporteur, le benzyl-GABA-SLC (correspondant, dans notre

système de dénomination, au SLCI4) et le cyclohexyl-GABA-SLC, et des analogues du

GABA, le GABA-SLC-I et le GABA-SLC-2 (Figure 32 ; Woodard et al., 1990 ; Anderson et

al .. 1987b). Woodard et al. (1990) ont montré que l'administration systémique du SLC14

(Figure 33) ou du GABA-SLC-2 à des rats Sprague-Dawley aboutissait à des

concentrations soutenues des sels correspondants dans le cerveau pendant 12 h. alors

qu'ils n'étaient plus détectables dans le sang après 2 h. Le GABA-SLC-2 n'était pas

toléré par les animaux aux doses employées (5-40 mg/kg) et a donc été éliminé des

expériences suivantes. L'administration de GABA-SLC-l aboutissait à des taux

centraux du sel correspondant très faibles, indiquant soit une clearance

périphérique rapide et/ou l'oxydation du SLC avec formation d'une molécule

incapable de traverser la BHE, soit l'hydrolyse rapide et/ou l'oxydation du GABA-SLC­

1 dans le SNe. Le SLC14 montrait donc le profil de distribution le plus intéressant.

Des études neurochimiques ont montré une altération du fonctionnement

des neurones GABAergiques chez les patients épileptiques. Ces données suggèrent

que les agonistes GABA seraient anticonvulsivants. C'est pourquoi, l'activité

anticonvulsivante du SLC14 et du cyclohexyl-GABA-SLC a été évaluée chez la souris

par la technique des MES à des doses allant de 5 à 40 mg/kg (Woodard et al., 1990). 1

mn après l'administration i.v. du composé, les animaux recevaient un choc électrique

très court. Le SLC14 protégeait 100% des animaux à la dose de 40 mg/kg. avec une

EDSD de 15.8 mg/kg (Figure 34) . Le cyclohexyl-GABA-SLC protégeait également 100%

des animaux à la dose de 40 mg/kg, mais ne montrait pas de courbe dose-réponse

sigmoïdale. Le mécanisme d'action de ces composés n'a pas encore été éclairci.

L'activité anticonvulsivante, contrairement à l'activité anxiolytique (Anderson et al .•

1987b), ne s'observe que dans des délais assez courts après l'administration, ce qui
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suggère que le noyau dihydropyridine pourrait jouer un rôle dans l'activité

anticonvulsivante (Woodard et al., 1990).

Le SLC14 a, d'autre part, été évalué sur le plan anxiolytique dans une

procédure de conflit choc-boisson (Anderson et al., 1987b) . Des doses de 4 à 25 mg/kg

(i.v.) provoquaient une augmentation significative de l'anxiolyse des animaux qui se

prolongeait pendant 8 h (Figure 35). On observait une augmentation dose­

dépendante jusqu'à 10 mg/kg, mais aucune augmentation supplémentaire à 25

mg/kg. Cet effet anxiolytique n'apparaissait pas après administration du véhicule

seul, du GABA seul ou du SLC14 sous la forme oxydée (Figure 36). L'absence d'activité

sédative a été vérifiée grâce à l'openfield, aux doses 4, 10 et 25 mg/kg, mais

uniquement 2 h après le traitement (Figure 37) . Les auteurs ont également vérifié

que l'augmentation du nombre de chocs reçus par les animaux, lors du test de conflit

choc-boisson, n'était pas liée à un effet analgésique du SLC14 : ils ont employé 2

procédures d'évaluation de l'analgésie : le test de retrait de la queue (litai! flick") qui

évalue l'analgésie modulée au niveau spinal, et le test de léchage de la patte ("paw

lick") qui évalue l'analgésie modulée au niveau central. En effet, dans les 2 tests, ils

ont montré que la latence d'apparition des réponses à la douleur n'était pas

statistiquement différente par rapport aux contrôles. et ceci pendant les 4 h suivant

l'injection Lv. de SLCl4 à la dose de 10 mg/kg (Figure 38 ; Anderson et al., 1987b) .

d . rrvvtovhane

L'hypertension affecte un pourcentage important de la population et. si

elle n'est pas traitée. elle peut provoquer différentes maladies débilitantes . L'un des

moyens disponibles pour la traiter est l'utilisation de tryptophane. Cet acide aminé ·

essentiel est utilisé en pharmacologie comme nutriment, mais depuis peu, il est

également employé comme antidépresseur. Il montre une activité hypotensive chez

les animaux et chez l'homme. On ne connaît pas encore son mode d'action, mais dans

toutes les hypothèses émises , le cerveau est proposé comme site d'action (dans Bodor

& Brewster, 1991). Or, des do ses systémiques élevées sont nécessaires pour modifier

significativement sa concentration centrale, qui peuvent provoquer un cancer de la

vessie ou l'éosinophilie (dans Bodor & Brewster, 1991). Pop et al. (1990) ont donc

élaboré un tryptophane-SLC qui, à la dose de 14.2 mg/kg. réduisait significativement

la pression sanguine chez le rat.

e. rryvtamjne
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Figure ·36:
Effets du GABA, d'un GABA-SLC, le SLC14,
soit sous la forme oxydée (G-Q+) soit sous
la forme réduite (G-DH) sur la prise de
boisson dans un test de conflit. N = 8 par
groupe. * = P < .05 par rapport à tous les
autres groupes (ANOVA et test de
Student-Newman-Keuls) (dans Anderson
et el., 1987b).
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Figure 37:
Mesure de la sédation chez des rats
mâles, 2 h après l'administration de
SLC1 4 à la dose de 4, 10 ou 25 mg/kg, ou
du véhicule d'injection (DMSO). "Boxes
entered" indique le nombre de cases
dans lesquelles l'animal place ses pattes
par mn pendant une période de 5 mn. N =
8 par groupe . Aucune di fférence
statistiquement significative n'est
détectée au seuil de 5% (dans Anderson
et al., 1987b).
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Figure 38:
Mesure des effets analgésiques du SLC1 4
chez des rats mâles par une procédure de
retrait de la queue, 0, 1, 2 ou 4 h après
l'administration Lv. (A) ou par une
procédure de retrait de la patte, 2 h après

~ l'administration Lv. (B). Noir = SLC1 4 à
~ 10 mg/kg; Blanc = DMSO, v éh icu le
E d'injection. Aucune différe nce
oC statistiquement significative n' est

2 détectée au seuil de 5% (dans Anderson
et al., 1987b) .
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corporelle et sur le comportement (dans Bodor et al., 1986b). De plus en plus, on

pense que la tryptamine serait d'une part. un neuromodulateur, qui potentialiserait

ou antagoniserait l'action de la sérotonine. et d'autre part. un neurotransmetteur par

lui-même avec des effets et une distribution différents de la sérotonine. La

tryptamine pénètre difficilement dans le SNC et constitue un substrat pour la

monoamine oxydase (MAO) . Pour que l'ensemble de ses effets biologiques et

neurochimiques se manifeste, l'administration de fortes doses et/ou l'administration

simultanée . d'inhibiteurs de la monoamine oxydase (lMAO) sont nécessaires. Le

principe des SLC a donc été appliqué à la tryptamine (Bodor et al., 1986b). Ce

tryptamine-SLC pourrait notamment être employé dans le traitement de la dépression

qui s'accompagne en effet. de taux anormalement faibles de tryptarnine (dans Bodor

et al .. 1986). Après administration systémique, le tryptamine-Sl.C traverse la BHE puis

est oxydé pour donner la forme quaternaire qui s'accumule dans le SNC et est

rapidement éliminée dans les tissus périphériques à l'exception du coeur. On ne

connait pas encore les raisons de l'élimination lente du sel quaternaire dans le tissu

cardiaque. il s'agit peut-être d'une interaction du groupement indole de la

tryptamine avec le coeur.

2. SLC appliqués aux stéroïdes

Plus tard, le SLC a été appliqué à une classe de composés très importante,

les stéroïdes (revue dans Bodor & Brewster, 1991). Cette application était intéressante

d'une part sur le plan clinique, étant donné que la libération d'hormones sexuelles

dans le cerveau pourrait être utile dans diverses situations cliniques. notamment la

contraception ou les dysfonctions sexuelles comme l'impuissance. D'autre part, sur le

plan chimique. les stéroïdes-Sl.C étaient intéressants à aborder, car les stéroïdes sont

de grosses molécules et la liaison substance active-transporteur est une liaison ester.

Cela permettait d'étendre le principe des SLC à des molécules plus grosses et de tester

la liaison ester.

Dans un premier temps. un SLC a été développé pour la testostérone, le

transporteur étant de type trigonelline (Bodor &- Farag , 1984). En effet. une

déficience en testostérone dans le cerveau peut causer des dysfonctions sexuelles, y

compris l'impuissance, mais pourrait également jouer un rôle dans différents types

de cancer. De plus, dans le développement d'un testostérone-SLC, la barrière sang­

testicules devrait être prise en compte (dans Bodor & Brewster, 1983b). Cette barrière.

tout comme la BHE. empêche le passage de certains composés, mais vers les tubules

séminifères. Contrairement à la BHE, elle n'est pas localisée dans des vaisseaux

sanguins mais au niveau des jonctions serrées des cellules de Sertoli qui entourent

l'appareil spermatogène. Les propriétés principales de ces deux barrières sont
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s im il aires . Ainsi. le sys tè me réd ox dihydropyrid in e H se l de pyridin ium devrait

co ncentre r la test ost éron e à la fois dans les testi cul es e t dan s le cerveau. Toutefoi s. les

ét udes de distribution du testost éron e-Sl.C ont été réali sées avec des rat s feme lles

(Bodor & Farag, 1984) et aucune étude n'a été réa lisée en ce qu i co nce rne la barrière

sa ng -testic ules . La méthod e des SLC permet d 'obten ir un e lib érati on co ns tante . à un e

co ncentra tion assez fa ibl e mais suffisante pour obtenir un effet pharm acologique . de

la testosté rone dans le ce rveau. Par la suite. la technique a été am éliorée par Bod or &

Abd el alim ( 1986) . qu i ont élabo ré un deu xièm e type de testost érone-Sl.C, encore plu s

effic ace que le premier . en utili sant un tr an sp orteur de type ni cotinamide.

Le s œ s t ro gè n e s so nt de s sté ro ïdes lipophil es qui pénètrent fac ilem ent dan s

le SNC. Après adm inis tra tio n périphérique . ils trav ersent rapidement la BHE e t

atteigne n t de s co ncentra t io ns ce ntrales é le vées . Malheureusem ent. i ls ne sont pas

ret enus pa r le ce rveau et s 'en éc ha ppent aussi facilement qu 'il s y entrent. C'es t

pourquoi. ces s téroïdes doi vent ê t re adm in is t rées fréquemme nt pou r m a inteni r des

co nce n t ra t io ns ce nt ra les th é rapeutiqu e s s ig ni f ica tives . Or. un e ex pos i t io n

pé riph é riq ue co nstante a été liée a un certain no mbre de co nd it io ns patho logiqu es. y

co mp ris le cance r. l'h ype rten s ion et l 'altér at ion du mét ab ol ism e (da ns Bodor &

Brewster. 1991 ). Et an t donn é qu e le S NC est le site d 'act ion d'un grand nombre des

effets des œs trogènes . un sys tème de lib érati on spéc ifi que me nt cé ré bra le de ces

co mposés pourrait pr ocurer des œs trogènes plu s sûrs et plu s e ffic aces . Du point de

vue ph arm acol ogiqu e. un œs t ro gè ne- SLC pourrait ê t re utili sé pour réduire la

séc ré tio n de LHRH et par conséquent de LH et des sté roïdes go na diques . L 'œstrogèn e­

SLC pourrait ain s i ê tre employé pou r la co nt raception ou pour réduire la c ro issa nc e

des tum eurs pé riphériques sté ro ïdes-dé pe nda ntes . co mme ce ll es du se in . de l'utérus

et de la prostat e . ou bi en en core pour tr aiter l'end om ètrio se . Par ai lle u rs . la

lib érati on cé ré b ra le accrue d' œstradi ol pourrait s'avé re r util e pour s t im ule r le

co mpo rtement sex ue l mâle et feme lle . ou bi en pour traiter le syndr ôme de ménopause

dan s lequ el la d iminuti on des œs trogè nes pr ov oque d e nombreu x sy m ptô mes

vasomo te urs. D'autres util isations pot enti ell es de l'œstrog ène-Sl.C, e t pour lesqu ell es

les œstrogènes so nt ac tue lle me nt éva lués . so nt la réducti on de poids e t le tra itement

de la dépression et de différe nts types - de dé mences. y compris la maladi e d'Alzheimer

(da ns Bod or & Brewster. 1991).

Plu s ieurs SLC ont été sy nthé tisés pour la s té ro ïde naturell e la plus

puissante . l'œstradiol (Bodo r ct al. , 1987. Brewster ct al. . 1988b ) ma is égale me nt pour

des dérivés de l'œstradi ol (Bre wste r ct al .. 1988a). Simpkins et al. (19 86) ainsi qu e

Estes ct al. ( 1987) ont montré que. chez le jeune rat cas tré . une seule adminis trat ion

d' œ stradiol -SLC provoqu a it une libération sp écifiquement c é ré b ra le et soutenue

d'œstradiol qui indui sait une suppression durable de la sécrétion de LH pendant 4 à 12

jo urs . Un e seule inj ecti on d'œstrad iol-SLC à des rats mâle s âgés de 18 moi s. induit un e
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réduction prolongée de la sécrétion de testostéron e et une perte de poids sign ificative

après 2 j ours . pe rte qui se poursuit jusqu 'à la fi n de l 'exp érience ( 14 jours )

(Anders on et al. . 1988a ). Cep end ant. dans ce tte expéri en ce. l'œstradiol-SLC ne modifi e

pas la sé c ré t ion de LH ni des autres hormones de l'h yp oph yse an té ri e ure . La

réduction de la séc ré tion de LH n'est pas liée au taux circulan t d'œstradi ol , ce qui

suggère un e ac ti on local e de l'œstradiol dans le SNC (Ande rson et al.. 19 88b ). La

suppress ion ch ro n ique de testostérone dan s le sé ru m provoquée par l' œstradiol-SLC

indui t. par ai lle urs. une dim inution de poids des ti ssu s androgé no dé penda nts, c'es t-à­

dire de la prost ate e t des vés ic ules sémi na les (Ande rson et al. , 1991 ; R ahimy er al. ,

199 1). Ch e z le rat obèse , Simpkins et al. (198 8) ont observé. après un e injection

d'œ stradi ol-SLC. un e perte de poids corporel persi st ante. Par contre. chez de s j eunes

rats mai gres, il s n' ont co ns ta té qu'une réduction de la vite sse de pri se de po id s.

D' autre part. And e rson et al. (198 7a) ont montré qu 'un e dose uniqu e d'œst radi ol -SLC à

de s rats mâ les castrés pro voqu ait le rét abl issem ent du compo rte me nt co pulato ire e t

so n mainti en pendant 4 se maines.

Ch ez la fe me lle. une injecti on Lv. d 'œstrad iol-SLC provoque un e ph ase de

perte de poids pendant 8 jours suivie d'une phase de pr ise de poids. supérieure au lot

co n t rô le , pendant 6 j ours (Si m pk ins et al .. 19 89). Ch e z des rats femell es

ova riec to misés , on obse rve un e perte de poids soutenue qui n'e st p as récupérée

pen d ant les 25 jours d'ex périence (Es tes er al.. 1988 ; Simpkins er al.. 1989). La phase

de prise de poid s des fe me lles intact es es t don c ovai res -dé pe nda nte et l'observation de

leurs ovai res révèl e une période de pseudogestat ion .

En vue de l'appli cati on c lini q ue . la ph arm acocinétique et la to xi c ité de

l'œstradi oI-SLC ont été éva luées chez le rat (Bodor er al.. 1987 ; Estes er al.. 1991 b), le

s inge (Bre ws te r er al.. 1988c) et le chi en (Dietzel et al.• 1990) . ces esp èce s tol érant

bien l'admin istrat ion rép ét ée de fortes doses. Pui s les pr emi er s essais c hez l'homme

ont été réali sés (Howes er al.. 1988 ; Estes er al.. 1991a). L'œstradi ol -SLC ad minis tré en

L V. à des fe mmes po st-m én op au sées provoqua it une diminu ti on. toute foi s non

sign ifica tive . d u tau x sang uin de LH e t de FSH pend ant les 8 h suiva nt

l'admin istrat ion. Celle diminuti on é ta it dose -d ép endante en amplitude et en durée.

Elle éta it d'ailleurs plus lon gue qu 'après un e adminis tra tion d' œstradiol (H ow es et al..

1988 ; Estes et al.. 199I a).

La pr o g e st éron e . s téroïde endogè ne. exe rce un ce rta in nombre d' effets

ph ysi ol o g iqu e s modu lés a u ni ve au ce n tra l. Comm e les au tres s té roïdes. la

progesté rone entre et so rt rap idem ent du SNC. Ell e présente a insi une co urte durée

d 'action au nive au ce ntra l. Se s actio ns ce ntrales pourrai ent pourtant ê t re ex ploitées.

comme par ex em ple, ses effe ts sur la LHRH ind épend ants des manifestations

périphérique s. Par conséquent . Brewster et al. (1990) ont appliqué un SLC à la

pr ogest érone ain si qu' à d 'autres cétones a .~ -in satur ées. Dans le sang humain. le
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progestérone-S LC est relativement stable . par contre . il est converti en sel

quaternaire dans l'homogénat de cerveau avec un ti/2 de 1.7 h. Le sel quaternaire est

ensuite hydrolysé rapidement et libère la substance active .

Les proge stines, comme l'eth isté ro ne , la norethindrone et le norgest rel,

sont des stéroïdes synthétiques qui exercent une activité de type progestérone dans

le SNC et à la périphérie. Mais certains de leu rs effets périphériques sont

indésirables et l'application du principe des SLC aux progestines pourrait être très

utile . Brewster et al. (1986) ont étudié les cinétiques de distribution d'un

norethindrone-SLC et ont mesuré. dans le SNC, des taux de norethindrone plus élevés

et pl us pro longés qu 'ap rès administration de la stéroïde elle -même .

La libéra tion spécifiquement cérébrale de dexaméthasone a été obtenue

après administration périphérique d 'un dexaméthasone-SLC (Anderson et al., 1989).

Ce stéroïde (plus précisément un glucocorticoïde) supprime. chez le rat . la libération

d'ACTH et de corticostérone induite par le stress. Mais, le dexaméthasone -SLC

maintient cette suppression pendant 5 jours, alors que la dexaméthasone n 'est

efficace que pendant 24 h. De plus . après admini stration de dex améthasone-Sl.C. les

taux sanguin et hépatique de dexaméthasone sont inférieurs à ceux observés après

administration de dexaméthasone .

3 . SLC app liqués aux agents antiviraux

Les encépha lites vira les constituent l'u n des problèmes méd icaux m aj eurs

dans le monde. Ces ma ladies sont très difficiles à traite r, en particulier en raison de

l'i ncapac ité de nombreux médicaments à pénétrer dans le tissu cérébral. C'est pour

cette rai son que le principe de s SLC a été appliqué aux agents antiviraux. notamment

pour le traitement du SIDA et des encéphalites herpétique, japonaise et

cytomégalovirale (Brewster et al., 1988d).

a . Agents antjrétrovjrus

L'azidothymidine (AZT) est l'un des seuls médicaments approuvés pour le

traitement du SIDA . Chez quelques patients, ce composé s'est montré efficace pour

ralentir l'encéphalopathie associée au SI DA, mais les doses nécessaires provoquent

une anémie importante qui ob lige. en général, à l'arrêt du traitement, entraînant le

reto ur des sy mptômes qui avaien t diminué (dans Bodor & Brewster, 1991). L 'AZ T

atteint une concentration importante dans le LCR après administration orale ou i.v :

mais cette concen tration est très supérieure à celle du parenchyme cérébra l et des

neurones, ca r l'AZ T traverse très peu la BHE. L'approche SLC a donc été appliquée à
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l'AZT (Torrence et al.• 1988 ; Aggarwal et al.. 1990 ; Chu et al .. 1990). La distribution

d'un AZT-SLC a été évaluée chez le rat et a montré une disparit ion rapid e du co mplexe

lipophi le dans le sa ng (tI /2 = 5 mn) alo rs qu 'une concentrat ion élevée du co mplexe

hy dro phi le dan s le ce rveau éta it enco re dé tecta ble ap rès 4 h. L 'AZT éta it

progressiveme nt lib éré dans le SNC : il étai t enco re détect abl e au bout de 120 mn .

avec un ma ximum 30 mn après l'admin istration. Par rapp ort à l' admin istrati on d'AZT.

la co nce ntratio n cé ré bra le éta it ain si multipli ée par troi s e t la co nce nt rati on

efficace était maintenu e deu x fois plu s longtemp s. alors que dans le sang . la dem i-vi e

d 'élimin ati on étai t di vi sée par quatre (Litt le et al .. 1990 ) . Un e d istributi on

spéc ifiq ue ment cérébral e de l'AZT-SLC a éga le me nt été ob servée chez le lapin

(Brews te r et al.. 199 1a). L'AZT-SLC a ensui te été évalué che z le chien où l'on observait

éga le me nt des co nce nt ra t io ns cen tra les plu s é le vé es et pl us pr ol on gées après

adminis tra tion d'AZT-SLC qu 'après administrat ion d'A ZT (Litt le et al .. 1990).

b. A ge llts alltilz ern éti (]lI es

L'acyc lov i r, un ana logue sy nthéti que de la gu anine . présente un large

spectre d'activi té co ntre le vi rus simplex de l'herp ès et co nt re le virus zos te r de la

varice lle . 11 es t rel ati vemen t non toxiqu e pui sq u'il ne prend sa fo rme active que dan s

les ce llu les infectées par le virus. L'acyclovir a é té utili sé de faço n lim itée dans le

trai teme nt de l'encéph al ite ca usée par le virus simplex de l'he rpès . en raison de so n

fai b le passage à tr aver s la BHE. Venkat ragh avan et a l . (19 86) ont don c étudié

l' appli c at ion d'un SL C à l'acy clovi r. Après adminis tration Lv . d' acyc lovir ou de

l'acycl ovir-SLC à des ra ts Sprague Dawley , on obse rve de s résultats très dif férents :

l'injection d'acy clov ir ne perm et pas de le détecter dans le ce rveau et il est éliminé

rapidement dan s le sang . le foie et les rein s (6 h) ; Par co ntre. après administration

de la form e lipophile de l'acyclovir-SLC. on obse rve des tau x prolongés de la for me

hydr oph il e de l 'acy clovir-SLC (tI /2 = 2 jo urs) dans le ce rve au. et une élimina tion

rapide « 4 h) dans les tissus périphériques. De plus. la libér ation d'acyclov ir à partir

du co mplexe hyd rophil e s'effec tue d'un e mani ère pro gressive dan s le cerveau (tI/2 =
54 h) et est indétect able dans le san g. On ne détect e plus de libération d'acycl ovir au

bout de 4 h dans les reins. au ' bout d'I h dans le foie et les test icul es et au bout de 30

mn dans les poum ons. Ceci es t l'une des meill eures dém on strati ons de la lib ération

spéc ifiquemcn t cé rébrale d'un composé par un SLC.

La tr iflu or oth ymidine es t une mol écu le efficace dan s le tr aitement de

l'herpès oc ulaire. Toute foi s. sa toxicité sys témique re lati vem ent éle vée empêch e son

adm inis t ra t ion p ar voi e i.v . . Afin de dimin uer son pr ofil toxi co logique et

d'augmenter sa libération dans le SNC . cet agent a été soumis à la méthode des SLC (EI­

Koussi & Bodor, 1987 ; Rand et al., 1986). L'administrat ion d' une dose de 20 mg/kg de

trifluoroth ym idine-SLC entra îne l'accu mulation du complexe ox yd é dans le cerveau
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de rat. De plus, 18 h après l'administration. on observe une libération de

trifluorothymidine dans le SNC, en quantité faible mais mesurable. Par contre, après

administration Lv. d'une quantité équivalente de trifluorothym id ine , elle n'est pas

détectable dans le cerveau, que ce soit 1, 4 ou 18 h après l'administration. Rand et al.

(1986) ont évalué l'efficacité in vivo du trifluorothymidine-SLC chez des rats

inoculés par voie intracraniale avec une dose élevée du virus simplex de l'herpès. Ces

animaux étaient ensuite traités quotidiennement avec 20 mg/kg de

trifluorothymidine-SLC Lv. pendant 5 à 7 jours. Tous les animaux ont développé des

signes d'infection du SNC et sont décédés . Mais. l'analyse post-mortem des taux

cérébraux de virus a mis en évidence une diminution des taux, n'atteignant toutefois

pas un niveau significatif par rapport aux rats non traités. L'expérience a été

renouvelée, cette fois avec deux injections de trifluorothymidine-SLC par jour, à la

dose de 40 mg/kg. Là encore. aucun rétablissement n'a été constaté, mais les taux de

virus étaient significativement diminués par rapport au groupe contrôle . Par

conséquent, le SLC permettait le passage de la trifluorothymidine à travers la BHE et

sa diffusion dans le parenchyme cérébral. La survie des animaux n'a pas pu être

prolongée, peut-être à cause des concentrations virales très élevées employées pour

l'inoculation. cependant le traitement a significativement diminué les taux de virus.

c . Agellts utilisés dans le traitement de maladies virales "exotiques"

La ribavirine est un agent antiviral très efficace. en particulier pour

certains virus à RNA. et son spectre d'activité est assez large. Mais elle est très

hydrosoluble. ce qui empêche son utilisation pour les infections cérébrales. Un

ribavirine-SLC a été mis au point et testé chez des souris infectées par voie

intracraniale avec le virus Japonais encéphalitique (Canonico et al ., 1988). Un taux

de survie de 40-50 % a été obtenu. alors que la ribavirine était totalement inefficace

(100% de mortalité). Une série de ribavirine-SLC a également évaluée chez des souris

infectées par voie intracraniale avec le virus Punta Toro, responsable notamment de

la fièvre phlébotome (Bhagrath ct al .. 1991 ; Deyrup et al .. 1991). Contrairement à la

ribavirine qui était sans effet. plusieurs ribavirine-SLC augmentaient le nombre de

survivants et la durée moyenne de survie.

4. SLC appliqués aux antibiotiques

Les pénicillines et les céphalosporines sont des antibiotiques de type ~­

lactamine. Ces antibiotiques sont des molécules polaires et hydrophiles traversant

faiblement la BHE, et par conséquent. ils rendent le traitement des différentes

infections bactériennes localisées dans le cerveau et le LCR. très difficile. De plus. ils

quittent le SNC pour retourner dans le sang, par des mécanismes de transport actif,
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ce qui empêche l'utilisation de la méthode des prodrogues pour résoudre le problème

de libération cérébrale (dans Wu et al.. 1990). Le traitement de maladies graves

comme les méningites bactériennes ou les complications neurologiques de la syphilis

apparaissant très souvent chez les patients infectés par le HIV, nécessite la mise au

point de nouveaux médicaments permettant d'augmenter la pénétration des

antibiotiques dans le SNe.

Dans ce but, la méthode des SLC a été appliquée aux benzylpénicillines. Six

benzylpénicilline-SLC (de type trigonelline ou quinoléïne) ont été synthétisés. Il s

ont été évalués in vitro (Pop et al.. 1989c) et les quatre composés ayant les propriétés

les plus intéressantes ont été testés in vivo , chez le rat (Wu et al., 1989) : seuls 2

composés. des benzylpénicilline-SLC de type trigone lline. ont permis d'obtenir des

taux d'antibiotiques dans le cerveau, supérieurs à ceux obtenus après administration

de benzylpénicilline. De même. chez le lapin et le chien, une libération

spécifiquement cérébrale de l'antibiotique a été observée avec ces 2 composés (Wu et

al.. 1990).

Certaines souches de staphylocoques produisent de la pénicillinase . C'est

pourquoi. des pénicillines résistantes à la pénicillinase ont été synthétisées.

Malheureusement, elles traversent difficilement la BHE. Pop et al. (l989b) ont

appliqué la méthode des SLC à ces pénicillines semisynthétiques. Ils ont étudié l'un de

ces pénicilline-SLC in vivo et ont montré une libération de méthicilline dans le SNC

de rat et de lapin après administration i.v. du méthicilline-Sl.C.

5 . SLC appliqués aux agents anti-infectieux

La toxoplasmose est une infection très fréquente, causée par un parasite

intracellulaire. généralement bénigne. car elle est bien contrôlée par les

lymphocytes T ct les macrophages. Mais dans le cas du SIDA, cette partie du système

immunitaire est annihilée et la toxoplasmose cérébrale est très souvent mortelle chez

ces malades. C'est d'ailleurs l'infection cérébrale la plus fréquente chez les malades

du SIDA . Le traitement de la" toxoplasmose cérébrale est réalisé avec les sulfonamides.

Mais ce traitement s'accompagne de toxicités sévères variées (éruptions cutanées,

fièvre, altérations hématopoïétiques) (dans Brewster et al., 1991b). L'utilisation d'un

SLC pourrait, par conséquent. améliorer l'index thérapeutique de ces médicaments.

Etant donné que les sulfonamides traversent aisément la BHE, le développement de

SLC est destiné à accroître leur sélectivité pour le SNe. Des SLC ont été développés

pour différentes sulfonamides et ont montré des cinétiques de distribution très

intéressantes (Brewster et al., 1991b).
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6. SLC appliqués aux agents anticancéreux

L'utilisation de SLC fournit un potentiel très important pour le traitement

des tumeurs cérébrales. La plupart des agents anticancéreux administrés par voie

systémique se sont avérés efficaces vis-à-vis des tumeurs périphériques. alors qu'il

existe très peu d'exemples montrant une activité de ces médicaments contre de s

tumeurs cérébrales primaires ou contre des tumeurs métastasiques provenant de

lignées cellulaires susceptibles à la chimiothérapie en périphérie. Le problème

majeur associé au traitement des tumeurs du SNC est la libération du médicament dans

la tumeur. Le SLC a donc été appliqué à divers agents antitumoraux comme le

chlorambucil (Bodor et al.. 1989) et l'hydroxy CCNU (Raghavan et al.. 1986. 1987.

1992). Des résultats relativement encourageants ont été obtenus. chez le rat, avec

différents SLC transportant des agents anticancéreux. mais les concentrations

périphériques restent souvent élevées et peuvent être à l'origine d 'effets secondaires

indésirables .

7. SLC appliqué s aux agents antiépileptiques

0 .3 à 0.6 % de la population mondiale souffrent de différents types de

désordres épileptiques (dans Pop et al.. 1991). Les médicaments antiépileptiques

peuvent être divisés en 3 classes en fonction de leur site d 'action : ils bloquent les

crise s soit en augmentant l 'inactivation des canaux Na! , soit en augmentant

l'inhibition GABAergique. soit en bloquant les courants calciques. La plupart des

agents antiépileptiques se di stribuent largement et sont par conséquent. assez bien

prélevés par le SNC grâce à des caractéristiques physico-chimiques adéquates ou à

des mécanismes de transport actif. Après administration. on obtient rapidement un

équilibre entre le cerveau et la fraction libre dans le plasma. Toutefois. la

concentration cérébrale initialement élevée de ces médicaments chute rapidement

parallèlement à la diminution des taux plasmatiques du médicament qui peut passer à

une forme liée dans le plasma ou être stocké dans différents tissus. Pour maintenir

des concentrations actives dans le SNC pendant une période plus longue.

l'administration de doses élevées et/ou répétées de médicament est nécessaire

s'accompagnant d'effets secondaires périphériques toxiques. L'application du

concept de SLC aux agents antiépileptiques a donc été envisagée pour le GABA (Voir

Application des SLC aux neurotransmetteurs). la ph ény toïn e , le valproate et

l'adénosine (Woodard et al .. 1990 ; Pop et al.. 1991).

La phénytoïne est l'un des composés les plus efficaces et les plus utilisés

pour traiter les crises tonico-cloniques généralisées et a été largement évaluée en

laboratoire et en clinique (dans Pop et al.. 1991). Cet anticonvulsivant présente
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toutefois des effets systémiques indésirables, comme par exemple des interactions

avec le système immunitaire, des atteintes hépatiques et des éruptions cutanées

(Harbaugh, 1989). Après administration i.v., elle diffuse rapidement dans le courant

sanguin et se lie fortement (environ 90 %) aux protéines plasmatiques, mais la

fraction libre diffuse rapidement dans tous les tissus, y compris le SNC et le LCR où

elle se lie également aux protéines et aux phospholipides. Dans le cerveau, elle atteint

sa concentration maximale en moins de 15 mn, mais celle-ci diminue immédiatement.

tout comme les taux plasmatiques. Il faut donc administrer des doses orales répétées

pendant 4 à 5 jours ou une dose initiale très élevée pour atteindre un niveau

constant. Différents phénytoïne-Sl.C ont été synthétisés et évalués in vitro (Pop et

al., 1989a) puis in vivo chez le rat (Shek et al., 1989). Des taux relativement élevés de

ph énytoïne-Sl.C sous la forme de sel quaternaire ont été observés dans le SNC après

administration du complexe lipophile, mais les taux cérébraux de phénytoïne

n'étaient pas plus élevés qu'après administration de phénytoïne. Sur le plan

pharmacologique, l'un des phénytoïne-SLC testés, un dérivé de dihydropyridine, s'est

avéré 7 fois plus efficace que la phénytoïne vis-à-vis des crises toniques induites par

le PTZ chez la souri s, et 2 fois plus efficace vis-à-vis des MES chez le rat et la souris.

De plus, ce composé protégeait les rats et les souris contre les convulsions cloniques

induites par le PTZ, alors que la phénytoïne était inefficace. La durée de l'effet

protecteur n'était néanmoins pas modifiée par l'application d'un SLC à la ph énytoïne.

D'autre part. chez la souri s. ce phénytoïne-SLC montrait une toxicité neurologique

plus importante que la ph énytoïne , contrairement à ce qu'on observait chez le rat.

où les niveaux de toxicité neurologique étaient équivalents . Des analyses plus

détaillées ont montré que le phénytoïne-SLC montrait la même activité

anticonvulsivante que la ph énytoïne mais avec des taux centraux de phénytoïne

moins élevés. En fait. dans les foyers épileptiques, il a été montré que l'activité

métabolique oxydative était plus élevée que dans les autres régions du parenchyme

cérébral (dans Pop et al., 1991) . Ain si , la transformation du SLC lipophile en sel

quaternaire serait plus importante dans les foyers épileptiques et une quantité plus

importante de phénytoïne y serait libérée, ce qui conduirait à une activité

antiépileptique supérieure pour le ph énytoïne-Sl.C.

L'acide valproïque est une substance anticonvulsivante efficace contre les

épilepsies généralisées convulsives ou non convulsives. Après administration i.v. ou

i.p., il pénètre rapidement dans le SNC, probablement par un s ys t è m e de

transporteurs . Il est ensuite éliminé presque exclusivement par le métabolisme

hépatique qui est plus élevé chez les patients épileptiques. En effet, la demi-vie

d'élimination de l'acide valproïque n 'est que de 5 à 9 h chez ces patients, alors qu'elle

est de 12 à 16 h chez les contrôles non épileptiques. Ainsi, des doses plus élevées sont

nécessaires pour maintenir les concentrations thérapeutiques de la substance. Mais,
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des effe ts secondai res ont é té rapportés av ec l'acide valproïque , c' es t pourquoi des

SLC ont été élaborés et dév el oppés pour l'acide va lproïque (da ns Pop et al., 1991 ).

L 'ad éno sin e est un nucléosid e qu i module un grand nombre de proc essu s

physiol ogiques. On la retrouve dans la plupart de s sy napses. Ell e inhibe la libération

des neurotran sm e tt eurs par un e ac tion po st -synaptiqu e et d iminue l'act iv it é des

neu rones dan s le SNe. Cet effe t pourrait ê tre ex plo ité en utili sant l'administration

cé ré bra le d 'adénos in e pour un e action antic onv uls iv ante ou sédati ve . Ce nu cl éos id e

ne tr averse pa s très fac ileme nt la BHE et est rapidem ent cata bo lisé dan s le SNe.

L' approch e SLC a donc é té appliqu ée à ce tte substan ce . Les propriété s

anticonvul sivantes de différ ents ad éno sine-SLC ont été év alué es c hez la souris .

L'adén osine ou les adé nos ine -SLC étaient administrés en Lv .. 5 mn avant l 'application

de chocs éle ctroco nv uls ifs . Au cun des co mpos és ne protégeait les sou ris contre le s

co nv u lsio ns indui tes é lec triq ue me nt. Par co ntre. l'un des adé nos ine -SLC adminis tré

en i.p .. p rot égeait les sour is co nt re les crises et la mort induites par le N-m éth yl-D­

asparta te (NMDA) (da ns Pop et al.. 1991 ).

8. SLC appliqués aux antidépresseurs

Le se u l exe mple d' appl icati on de SLC aux ant idép resse u rs est le

dé s ipr amin e-SL C (Po p et al.. 1989d ). Ce t antidé presse ur tri cycliqu e es t très peu

lip ophil e e t tr averse di ff icil em ent la BHE. L'effi cacité ph arm acol o giqu e de tro is

désip ram in e-SLC a été éva luée à l'aide d'un test de nage fo rcée (" be ha vio ra l despair

test ") : les so uris so nt co ntra intes à nager dans des cy lind res étro its pendant 6 mn et

la durée totale d 'immobilité es t mesurée pendant les 4 dernières mn du test. Parm i les

3 SLC te stés . l'un d 'eu x a pr ovoqué un e diminution s ig n i fic a tive du temp s

d' imm obil ité . indiqu ant une ac t iv ité antidé pressive (Pop et al., 1989d ).

9 . SL C dirigés ve rs ·d'autres o rganes

Le pr incipe de s SLC a. par ail leurs . été appliqué à la lib ération s péc i f i q ue

de subs ta nc es actives dans l'oeil, not amment d'agents - antiglaucome (Bo do r & EI ­

Kou ssi , 1988. 1992 ) . comme par ex empl e l'adrénaline (Bodor & Vi sor, 19 84a) ou le

propanolol (Bodo r et al.. 1988 ; EI-Koussi & Bodor, 1989 ; Bodor & Prokai , 1990) dan s les

co rps ci lia ires . ou enco re d'agents mydriat iqu es (Bodo r & Visor, 19 84b). Dan s ce cas.

la lib ér ati on des subs tances ac tives spéc ifique me nt dans l'oeil permet de limiter le s

tau x sa ng uins de ces subs ta nc es . ce qui diminu e les risques d 'apparit ion d'effets

seconda ires sy st émiques indésirabl es. En effet. des effets secondaire s g rav es ont été

observés. mêm e après administration ocul aire de la substance se ule . en rai son d'une
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fo rte abso rption sys témique. Cett e méth od e permet égale ment de rédu ire la qu antité

adm inis trée . pui sque ces produit s sont plu s efficaces qu e les subs ta nces se ules .

D'autre par t. une méth od e de lib ér ation c ol on- sp é c i fiqu e a é té proposée .

basée sur le système glycoside/g lycosidase (Frie nd & Chang. 1984, 1985) . Elle pourrait

permettre. en part iculi er . de traiter les in fl amm ati on s intestin al es e n limitant les

effe ts second aires e t en au gm entant la rép on se ph arm acologiqu e . En effe t, après

adm in is t ra t ion orale. les subs ta nces ac tives so nt so uve nt ab sorbées d an s l'intestin

grê le e t n 'atteignent pas le colon. Trop peu de résultats so nt di sp onibl es pour

l'in st ant pour connaître l'effi ca cité de cette méthode .

D. Inconyénients de la méthode des SLC

Bien qu e ce tte méth od e so it avantageuse par rapport à l'admini stration

systé mique de s subs ta nces ac tives . elle abo utit à une libé rati on dan s l'en sembl e du

ce rveau qui n 'e st pas toujours so uha ita ble . En effet. alo rs qu e la mal adi e d 'Al zheimer

se m ble impliqu er un gra nd nombre de s t ruc tu res cé rébral es di s persée s. d e

nombreu ses m al ad ies neuro lo giqu es . te lles qu e les tum eurs cé ré b ra les e t le

parkin son ism e , nécess itent une lib ération locale de subs tance ac ti ve . dan s un e zo ne

bien dé limitée du SN e.

P ar a il le urs, les tran sp orteurs les plu s fré que m me n t utili sés dan s la

littérature ( t rigone l lines) s'avè re nt t rès instabl es e t diffi cil e s à m anipul er (Vo ir

cha pitre 2). L'admin istrat ion de tels SLC par voie ora le n'est don c pas envisage able .

V. Objectifs

Nou s avo ns vu qu e le sys tème GABAergique influen çait un g rand nombre

de com po rt e m en ts e t d e fon cti on s ph ysi ol ogiqu es . En rai son d es di ffi cultés

rencont rées pour le fr anc hisse me nt de la BHE e t l'accès au SNC. la littérature

co nce rna n t le s effe ts d es age n ts GAB Aergiqu e s co m po rte d e nombreu se s

co ntrad ic t io ns . Le s effe ts so nt so uve nt d iffér ents se lo n l'a gent GABAerg ique et le

mode d 'admini strat ion emp loyés ; Pourtant, les appl ication s th érap eutiques des agents

GAB Aergiqu es so n t nombreu ses. La m ise au point d'un e méthode de di stributi on

cé rébra le du GAB A lu i-mêm e ou de subs ta nces GABAergiques ayant un s ite d'action

pl us spéci f iq ue (so us- ty pe de récepteur. recapture, métaboli sm e. e tc ... ) serait donc

ex trê me me nt pro fit abl e . à la fo is du point de vu e clinique e t du point de vue

fond am ental a fi n d' am éli orer no s conna issances sur le fon cti onn em ent et les

implication s du sys tème GABAergique.

Le principe de s SLC a été lar gem ent é tud ié et app liqué à diverses

subs ta nc es . Il se ra it don c très intéressant de dév elopper cette méthode avec de s
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composés GABAergiques . Cependant, les SLC proposés dans la littérature sont souvent

très instables et contiennent la plupart du temps, le même type de transporteur. Il

sem ble rait qu'en adaptant les caractéristiques du transporteur à la substance active

couplée. l'efficacité et la stabilité des SLC puissent être améliorées .

C'est pourquoi nous avons étudié une série de GABA-SLC et de nipécotate­

SLC, comportant différents types de transporteurs. Ces SLC ont été abordés sur ' le plan

physico-chimique, comportemental et biochimique

- Dans un premier temps, ces molécules ont été synthétisées et analysées sur le plan

physico-chimique par le Dr. LM . Linget. Des paramètres physico-chimiques ont

ainsi été définis afin de comparer différents transporteurs et de mettre au point

des composés stables et actifs par voie orale.

- Afin d'évaluer l'efficacité fonctionnelle de ces molécules, nous avons sélectionné

une série de modèles comportementaux que nous avons mis au point avec

différents véhicules d'injection destinés à solubiliser les SLC. Puis. les modèles ont

été validés avec le DZP. agissant notamment sur le complexe récepteur GABA/BZD.

Afin de définir les effets d'une modification du niveau d'activité GABAergique

dans ce s modèles, nou s avons tout d'abord utilisé un inhibiteur de la recapture du

GABA capable de traverser la BHE. le SK&F-89976-A . Les modèles ont ensuite été

appliqués à l'étude fonctionnelle des SLC.

- Dans un troisième temps, les SLC ont été abordés sur le plan biochimique par une

étude des cinétiques de distribution centrale et périphérique des différentes

composantes de la molécule de SLC. Le marquage radioactif des SLC prévu

initialement n'ayant pa s pu être réalisé, notamment pour des raisons financières,

des méthodes d'analyse par HPLC ont été mises au point en collaboration avec les

Dr. D. Decolin et A. Minn.

Ainsi. l'étude physico-chimique, comportementale et biochimique des SLC

appliqués aux agents GABAergiques devrait permettre de mesurer leur efficacité en

tant que transporteurs et par conséquent, de définir les critères physico-chimiques

permettant d'obtenir une distribution spéc ifi quement cérébrale se traduisant par des

modifications comportementales. Leur efficacité étant vérifiée, les SLC constitueront

des outils performants pour l'étude des effets fonctionnels du système GABAergique

et de s autres systèmes centraux.
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1. Choix de différents transporteurs pour le GARA et l'acide

nipécotigue

Les composés sélectionnés pour les études comportementales et cinétiques

ont été mis au point et synthétisés au Laboratoire de Pharmacochimie Moléculaire de

l'Université de Strasbourg 1 par J.M. Linget (Equipe de G. Schlewer). L'objectif des

travaux était de mettre au point des protocoles de synthèse de SLC et de sélectionner

des paramètres physico-chimiques pour l'évaluation de différents SLC. Cette étude

physico-chimique était destinée à perrnettre : une analyse plus précise des résultats

déjà publiés sur les SLC et à contribuer à la mise au point de SLC actifs par voie orale

notamment.

Le principal transporteur utilisé 'd ans la littérature est la 1,4-

dihydrotrigonelline. Le couplage avec la substance active est réalisé, selon le cas, par

une liaison ester ou amide en position 3. Bodor & Abdelalim (1985, 1986) ont étudié

quelques autres transporteurs fixés sur la position 1.

Les premiers transporteurs synthétisés par Linget (1992) pour le GABA

étaient également des transporteurs de type dihydrotrigonelline. Afin de permettre

un dosage plus aisé de la quantité de substance active libérée sans interférence avec

les pools endogènes, un inhibiteur de la recapture du GABA, l'acide nipécotique, a été

choisi, en dehors du GABA, pour le couplage avec les transporteurs. Ce composé n'est

pas le plus actif dans sa catégorie, mais il est bien adapté à une première approche et

paraît moins susceptible aux attaques métaboliques que des composés GABAergiques

comme l'isoguvacine et le muscimol. Ainsi, dans un premier temps, un nipécotate­

SLC et un GABA-SLC ont été synthétisés, il s'agissait des composés 47 d et 48 d

respectivement (Tableau 12). L'agent GABAergique était, dans ce cas, lié au

transporteur par sa fonction amine, via une liaison amide, et son carboxyle était

protégé par un ester éthylique. Le masquage de la fonction acide permettait

d'augmenter la proportion de molécules non ionisées et par conséquent, d'augmenter

suffisamment le passage transmembranaire pour que l'activité pharmacologique de

ces composés soit détectable. D'autre part, l'amine de l'agent GABAergique était

protégée sous forme d'amide, ce qui supprimait l'activité cholinergique de l'ester du

composé GABAergique. Etant donné que, chez les rongeurs, les esters sont plus

fragiles in vivo -que les amides, la liaison ester devrait probablement être hydrolysée

avant la liaison avec le transporteur, permettant une libération de l'acide (GABA ou

nipécotate) plutôt que de l'ester correspondant. Toutefois, les dihydropyridines ainsi

obtenues se sont avérées particulièrement sensibles à l'oxydation par l'oxygène de

l'air et ce point n'a jamais été mentionné dans les publications concernant les SLC. La

valeur thérapeutique de ces systèmes basés sur la dihydrotrigonelline semblait donc

hypothéquée.
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Figure 39: Structure des SLC dérivés de l'acide S-bromo nocotinique. SA = Substance
Active.
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Figure 41:

Structure des SLC dérivés de l'acide 3,S-pyridine dicarboxylique. Les
substances actives (SA) peuvent être identiques (A) ou différentes (B).
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Structure des SLC dérivés de l'acide quinoléique. SA = Substance Active.
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Figure 42: SLC synthétisés (R = éthyle ou benzyle).



Les travaux de Linget se sont donc orientés vers la mise au point de

nouveaux transporteurs, actifs par voie orale. manipulables à l'air et utilisables en

thérapeutique, mais conservant les caractéristiques des SLC. Pour obtenir des

transporteurs moins instables. il faut stabiliser la dihydropyridine. Ceci peut être

réalisé en substituant un ou plusieurs groupes attracteurs sur les positions 1, 2, 3. 4

ou 5. Les positions 3 et/ou 5 ont été choisies pour la synthèse des nouveaux

transporteurs et 3 types de dérivés ont été envisagés : les dérivés de l'acide 5-bromo

nicotinique (Figure 39), les dérivés de l'acide 3.5-pyridine dicarboxylique

(permettant, en outre. de coupler 2 molécules de substance active sur un

transporteur ; Figure 40) et les dérivés de l'acide 3-quinoléique (Figure 41). Les

agents GABAergiques utilisés ont été protégés sous forme d'esters éthylique ou

benzylique pour le GABA. et d'ester éthylique pour l'acide nipécotique (Figure 42).

Les SLC ont été synthétisés selon une voie identique à celle des composés 47d et 48d :

formation d'un amide entre la substance active protégée et l'acide de départ.

méthylation à l'iodure de méthyle et réduction. généralement par l'hyposulfite de

sodium (Figure 43). Exception faite des dérivés de l'acide 5-bromo nicotinique, les

dihydropyridines ainsi obtenues se sont avérées généralement plus aisément

manipulables que celles dérivées de la trigonelline. Pour les études analytiques et

comportementales. ces SLC ont été synthétisés sous les formes réduite et oxydée

correspondantes et sous la forme de transporteurs non couplés à la substance active .

II. Caractéristigues chimigues des SLC

Les composés ainsi synthétisés ont été comparés en fonction de différents

paramètres physico-chimiques : potentiel d'oxydo-réduction. temps de demi-vie dans

un milieu aqueux à pH = 7.4 reflétant l'hydratation du transporteur. formation de

pseudo bases à pH neutre et coefficients de partage dans les systèmes octanol/tampon

phosphate et cyclohexane/tampon phosphate.
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A. Potentiels d 'oxydo-réd yctjon

Si le transporteur n'est pas oxydé in vivo. le complexe transporteur­

substance active n'est pas retenu dans le SNC et la libération de la substance active

n'est pas spécifiquement cérébrale. Il n'y a pas non plus d'élimination accélérée à la

périphérie. L'oxydation du transporteur, à la fois aux niveaux central et

périphérique. est donc une phase cruciale pour l'obtention d'un SLC. D'autre part. la

mesure des potentiels d'oxydo-réduction des nouveaux SLC permet d'évaluer

l'augmentation de stabilité de ces composés.

Les potentiels rédox mesurés sont résumés dans la Figure 44. Plus le

potentiel rédox est faible. plus la dihydropyridine sera facilement oxydable et donc
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Figure 43: Voie de synthèse des SLe. SA = Substance Active.
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107 -398 SLC18 -356
38d ·398 74d -424
46d -417 1
48d -447
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Figure 44: Potentiels rédox mesurés par la méthode de Kellogg et Piepers. Les
valeurs correspondent à la moyenne d'au moins 2 mesures et sont
récapitulées dans le tableau (dans Linget, 1992).



instable. On observe que ces potentiels dépendent du transporteur utilisé mais

également du mode de liaison entre le transporteur et la substance active couplée.

Les dérivés de la trigonelline sont les plus instables, la substitution en 5 augmente la

stabilité et les dérivés de la quinoléine sont les plus stables. En ce qui concerne la

liaison entre le transporteur et la substance active, on constate que pour chaque

transporteur, on retrouve la même séquence de stabilisation, l'ester étant plus stable

que l'amide primaire, lui-même plus stable que l'amide secondaire, ce dernier étant

plus stable que l'amide tertiaire.

Ces résultats démontrent que la stabilité des SLC peut être augmentée en

diminuant la densité électronique des dihydropyridines ou de composés apparentés.

De plus, il en découle qu'en fonction de la nature de la substance active à coupler et

de son mode de liaison au transporteur, il faudra définir un couple transporteur­

substance active optimum. et qu'il n'existe pas un seul transporteur sur lequel toutes

les substances pourraient être couplées. Il est à noter que la plupart des travaux

publiés sur les SLC concerne les dérivés de la dihydrotrigonelline, qui sont les plus

instables des composés étudiés ici.

B. Stabilité des SLC en milieu aQueux

Les dihydropyridines ont tendance à s'hydrater irréversiblement en

milieu aqueux. En effet. le temps de demi-vie du SLC14 en milieu aqueux neutre (pH =
7.4) et à 30 °C est d'environ 9 mn. La destruction de ce type de dihydropyridine est

donc extrêmement rapide. même en milieu neutre. Il est donc intéressant de

comparer la stabilité en milieu aqueux des différents types de SLC. Le Tableau 13

résume les résultats obtenus en ce qui concerne le temps de demi-vie à pH = 7.4 ou 2.0

et les potentiels rédox de plusieurs SLC. Les temps de demi-vie s'échelonnent de

quelques mn à plus de 20 h. Certains composés, comme le SLC15 (dérivé de l'acide

quinoléique) et le SLC13 (dérivé de l'acide 3,5-pyridine dicarboxylique), sont

pratiquement stables dans ces conditions. L'hydratation dépend, comme les potentiels

rédox, de la nature du transporteur. Par exemple, le SLC14 et le SLC13 transportent

tous les deux du GABA et le premier est nettement moins stable que le second. La

nature de la liaison substance active-transporteur intervient également. D'autre

part, des composés de potentiel rédox proches ont des LI /2 d'hydratation très

différents, il est donc possible de séparer les phénomènes d'oxydation et

d'hydratation.

Les composés pratiquement stables à pH neutre ont été étudiés à pH = 2.0. La

stabilité à pH acide est en effet, une donnée intéressante pour la conception de SLC

administrables par voie orale. L'acidité du milieu augmente la destruction de la

dihydropyridine. Mais, la stabilité à pH = 2.0 des composés les plus stables à pH = 7.4

reste compatible avec une absorption orale.
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46d

SLC

14

38d

105

Formule

~
'"1....,

1 1 0

1

~l.b'
V H

9
1

o

~

tl!2

pH 7,4

(mn)

5,0

9,2

44,5

55,2

tl!2

Rapport pH 2,0

(mn)

1

1,8

8,9

11

Potentiel
Redox
(rnV)

-447

-417

-398

·365

68d

69d

115

74d

SLC

18

75d

SLC

13

SLC

15

o
B'~

V"
1

o 0

~~
1

o 0

~
1

40,5

246

5% en 80*

2,5% en 80*

0,7% en 240*

3% en 240*

0,8% en 240

8,1

51

0,33

23% en 30

18% en 30

stable

31% en 30

·383

·354

·306

-424

-356

-328

-300

-311

Tableau 13: Comparaison des vitesses d'hydratation des SLC. *: % de la diminution
d'absorption de la forme dihydropyridine ou dihydroquinoléine.
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C. Formation de pseudobases à pH neutre

Les sels de pyridinium sont susceptibles de former des pseudobases en

milieu aqueux . Ce phénomène est très différent de l'hydratation puisqu'il est

réversible avec le pH (dans Linget, 1992). D'après les résultats obtenus par Linget, la

formation de pseudobases semble peu probable aux pH physiologiques pour les

transporteurs étudiés . Seuls les dérivés de l'isoquinoléine seraient susceptibles de

former des .pseudobases à pH neutre.

D. Coefficients de parta2e

Plusieurs modèles ont été proposés pour décrire le passage d'un composé

vers le cerveau, ils utilisent des coefficients de partage avec différents solvants, en

particulier l'octanol. Selon Levin (1980), le franchissement des capillaires cérébraux

est corrélé au coefficient de partage octanol/eau et à la masse molaire selon la

relation :

log Pc = 4.605 + 0.411 10g«Poct) x MI/2)

où Pc est le coefficient de perméabilité des capillaires, Pact le coefficient de

partage octanol/eau et M la masse molaire. Hansch et al. (1987) considèrent qu'un

composé ayant un Iogl'(octanol/eau) compris entre 1.5 et 2.5 pénètre aisément dans

le cerveau.

Pour comparer la Iipophilie des SLC synthétisés, un autre modèle a été

utilisé, proposé par Young et al. (1988). D'après les auteurs, le logarithme du rapport

des concentrations dans le cerveau et le sang (log(Ccerveau/Csang)) à l'équilibre est

corrélable à une grandeur appelée D.logP. définie comme la différence entre les

logarithmes des coefficients de partage dans l'octanol (Pact) et dans le cyclohexane

(P cyc) :

D.logP = 10gPoct - 10gPcyc

La corrélation obtenue s'écrit

10g(Ccerveau/Csang) = -0.485D.logP + 0.889

les concentrations étant établies à l'équilibre après injection 1. v. du

composé marqué. Plus le D.logP sera faible. c'est-à-dire plus le rapport Poct/Pcyc sera

petit. meilleur sera le passage vers le cerveau. Pour un D.logP d'environ 1.8. les

concentrations dans le sang et dans le cerveau seraient égales. D'après Young et al.

- -- ------



z
~~ .c~

transporteur 0 H 0 H0

0 19Poet 1,77 2,96 1,83 2,97

ifz SLC
19 P cyc 48d -2,15 -0,31 47d -1,08 38d 1,39

14
1

~gP 3,92 3,27 2,91 l ,58

0 19 Poet 2,63 3,16 2,68srvz1 1 19 P cyc 69d -0,15 70d 0,84 68d 0,68

1
~gP 2,78 2,32 2,00

0 19 Poet 2,87 3,55 3,23

CtY'z SLC SLC
19 P cyc -0,03 73d 0,82 1,25

l i 15
1

~gP 2,90 2,73 1,98

0 0 19 Poet 1,88 3,12 1,96

zV z
19 P eye 75d -1,5ï 76d O,Oï 74cl -0,94

1
~lgP 3,45 3,05 2,90

1

0 0 19 Poet 1 2,05 3,14 2,16

~z SLC SLC SLC
19 P eye -0,65

19
0,35 0,04

13 18
1

~lgP 2,70 2,79 2,12

Tableau 14: Mesures des coe fficients de partage en fonction du transporteur et de la
substance active couplée (Z) (moyenne d 'au moins 2 mesures).



(1988), Poet représenterait plutôt la fixation aux protéines plasmatiques. alors que

P e ye pourrait refléter les processus de partage vers le cerveau. Le passage vers le SN C

serait la résultante de ces deux phénomènes.

Les mesures de coefficients de partage dans l'octanol et le cyclohexane

obtenues avec les SLC sont récapitulées dans le Tableau 14 et la Figure 45 représente

les mesures de illogP. On remarque que pour des composés ayant des Poet proches, les

P eye peuvent être très différents et inversement. Par conséquent, des composés ayant

des coefficients de partage très différents peuvent avoir le même .ilogP et donc. avoir

un rapport de concentration cerveau/sang identique.

Pour une même substance active couplée. les SLC sont plus ou moins

favorables les SLC dérivés de l'acide nicotinique ou de l'acide 3.5-pyridine

dicarboxylique sont les plus défavorables . Par contre. les dérivés de l'acide 3­

quinoléique et de l'acide 5-bromo nicotinique sont nettement plus favorables .

Pour un transporteur donné, le dérivé du nipécotate possède un meilleur

illogP que les dérivés du GABA. De plus, le dérivé de l'ester benzylique du GABA

possède généralement un illogP plus favorable que celui de l'ester éthylique du

GABA. Le composé 38d, un dérivé de la p-iodoaniline, est le seul composé étudié pour

lequel la concentration cérébrale serait supérieure à la concentration sanguine.

puisque le illogP est inférieur à 1.8.

Le illogP dépend plus de la substance couplée que du transporteur. étant

donné que les valeurs les plus élevées et les plus basses ont été obtenues avec un

même transporteur, la dihydrotrigonelline. Ce transporteur. le plus décrit dans la

littérature . apparait comme l'un des moins favorables, à substance couplée égale.

Cette étude du illogP a permis d'obtenir des informations sur le passage des

membranes biologiques par les composés, mais également sur la fixation aux

protéines plasmatiques. Au vu de ces résultats et d'après Hansch et al . (1987), il

semble préférable, à ~ 10gP proche, de privilégier les SLC ayant les coefficients de

partage les plus faibles, c'est-à-dire des Poet compris entre 1.5 et 2.5.
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E. Utilisation des caractéristiques physico-chimiques dans

l'analyse des SLC

Les études biochimiques concernant les SLC sont nombreuses mais

malheureusement difficilement comparables . Même pour les publications d'une seule

équipe, les conditions d'obtention sont différentes. jusqu'aux cornposruons et

méthodes de préparation des homogénats qui sont extrêmement variables. Les

méthodes d'analyse sont également très variées (spectroscopie UV. HPLC). Il est donc

assez difficile de savoir si les mesures physico-chimiques reflètent les résultats

publiés d'études in vitro et in vivo.
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Figure 45: Représentation des mesures de &logP (dP). Le Poet figure en abscisse, le
Pcyc en ordonnée et le âlogP sur la diagonale. Les âlogP les plus
favorables sont situés en haut et à gauche de la figure.



Les principaux résultats biochimiques d'études sur des milieux biologiques

décrits dans la littérature sont résumés dans le Tableau 15. Les demi -vies des SLC dans

le plasma humain sont plus élevées que ne le laissaient prévoir les études de stabilité

en milieu aqueux. Il est donc possible que la dihydropyridine soit stabilisée dans les

milieux biologiques. Par ailleurs. il semble que, dans les milieux biologiques. les SLC

dont la substance active est liée par une liaison ester soient plus stables qu 'un SLC

substitué par une liaison amide, et ceci confirme les résultats de l'étude des potentiels

d'oxydo-réduction et des temps de demi-vie d'hydratation .

Les paramètres choisis par Linget dans cette étude physico-chimique ont

donc permis de rationaliser la conception de SLC de type dihydropyridine ou

apparenté, et d'analyser plus profondément les données publiées. Cette étude a mis en

évidence l'importance de la substance active couplée dans toutes les propriétés

physico-chimiques des SLC. Cet aspect est nouveau car jusqu 'à présent, le

transporteur et la substance couplée étaient plutôt considérés comme deux entités

indép endantes.

En ce qui concerne les composés qui seront évalués dans l'étude

comportementale, les paramètres physico-ch imiques mesurés par Linget sont

récapitulés dans le Tableau 16. Ils nous permettront, ultérieurement. de faire le

parallèle entre ce s résul rats physico-chimiques et les résultats comportementaux.
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SaDg Homogéna

N° Composé Méthode Plasma complet de Références

cerveau

125
0 HPLC Humain Souris Chu et aI., 1990o 'I-H

~~ (50%) (10%)
1 H, 462 102

0

126 o ~N W Humain Souris Palomino et al~

~< (50%) (40%) 1989
1

325 130

,

42

~
UV Humain Humain Rat (2%) Bodor et sl.,

" 11 1 1 (20%) 13.7 282 1986
1 H

642

36

~
UV Humain Humain Rat (10%) Bodor & Farag,

1 1 H (80%) 8.4 13.7 198301
1 82.6

0

127 çr~
UV Humain Humain Rat (20%) Bodor & Farag,

(80%) 66 67 1984

142

Rat (10%) Rat (10%) Rat (10%)
0 0

13.9128 HPLC 10.2 4.0 Pop et at., 1991
~H.O-?-f.<:.,H, Rat (20%) Rat (20%) Rat (20%)

• etH,
15.7· - 8.8 4.9

Rat (10%) Rat (10%) Rat (10%)
0 0

HPLC TS TS TS Pop et al., 1991129
~H1 1 . Rat (20%) Rat (20%) Rat (20%)

1 O~••H,

no - 21.8

Tableau 15: tI ;2 de disparition des formes réduites des SLe dans les milieux
biologiques exprimés en mn. TS = "trop stable pour être mesuré" .

N° Composé AE Hydra- Hydra- log log AlogP DME

tation tation Pcy c Poct
nH 7.4 oH 2.0

SLC ~ -417 9mn - -0.31 327 2.96 ~

14
1 1 H 0

1

0 0

SLC
~

-300 - stable -0.65 2.70 2.05 2.5
13

1

SLC o o~ - - - 0.35 3.14 2.79 >:<D
19~ 0

1

r

0 0 0

SLC
~

-356 0.7% 23% 0.04 2.12 2.16 >:<D
18 1

en 4 h en 30 mn

0

SLC
~

-289 - - -0.03 2.90 2.87 >:<D
17 J

0 0

SLC
~

-311 0.8% 31% 1.25 1.98 3.23 >:<D
IS 1

en 4 h en 30 mn

Tableau 16: Récapitulation des propriétés physico-chimiques et anxiolytiques des
composés évalués dans l'étude comportementale. DME - Dose minimale
efficace dans le test de l'escalier exprimée en mg/kg; - - non mesuré.





1. lEST UE SUPPRESSION NEOPHOBIOUE UE LA PRISE UE

BOISSON

A. Présentation du test

Inspirée du test mis au point par Poschel (1971). cette procédure simple

permet d'évaluer rapidement les propriétés anxiolytiques d'un grand nombre de

composés. Elle est basée sur le fait que. sous l'influence des BZD. des rats non affamés

et non assoiffés augmentent fortement leur consommation d'un liquide étranger

mais très palatable (lait concentré sucré) par rapport à des rats témoins. lors de la

première présentation de cette boisson. Parmi les substances testées par Poschel

(1971) en dehors des BZD (exemple : méprobamate, imipramine, diphénylhydantoïne,

arnitriptyline, phénobarbital. etc ... ), un effet similaire. cependant nettement moins

marqué que celui des BZD. a été observé uniquement avec le phénobarbital (Tableau

17). Ces résultats sont interprétés par Poschel (1971) en termes de désinhibition, par

les BZD en particulier, de l'aversion naturelle du rat pour un aliment non familier.

ne s'accompagnant pas d'une activité sédative notable. Malick & Enna (1979) ont

confirmé les résultats .de Poschel avec des benzodiazépines et d'autres substances

(Tableau 18). En outre, Hodges et al. (1981) ont montré que la boisson inconnue devait

obligatoirement être sucrée pour que le test soit valable. A l'inverse des BZD. la

picrotoxine inhibe l'ingestion de lait chez des rats mis en contact pour la seconde fois

avec cette boisson (Soubrié et al.. 1979). Toutefois. il est à noter que lors du premier

contact. la picrotoxine ne réduit pas l'ingestion de lait. déjà très faible.

Cette procédure est très intéressante car elle permet d'évaluer une activité

désinhibitrice à l'aide d'animaux non assoiffés et non affamés, sans conditionnement

ou entraînement préalable, et sans suppression comportementale induite par des

chocs électriques aversifs, ce qui limite les manipulations préliminaires des animaux

et notamment. les interférences avec une éventuelle activité antinociceptive.

Nous avons appliqué ce test au DZP et au SK&F-89976-A. en solution dans

différents véhicules chez le rat mâle Wistar. De plus. afin d'effectuer une

comparaison inter-souche, nous avons étudié l'effet du DZP dans le test de

suppression néophobique de la prise de boisson. chez le rat mâle Long-Evans.

B. Animaux

Les animaux utilisés sont des rats Wistar ou Long-Evans provenant. selon

l'expérience. soit de centres d'élevage (lFFA-CREDO ou Janvier respectivement). soit
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Dru ;! Dose (mg/ kg)

0.025 1.25 o - 5 10 20 40 80 160...,
Xlt rnzcpcm 6.4 9.5 8.6 12.0 11.6 16.3 3.4

Dinzepam 2.9 - 0 8.0 7.1 7.4 12.1 10.7o.z

Chlord inzepoxide 3.9 4.7 8.1 11.4 10.7

Oxazcpum 5.8 4.6 D.2 10.5 8.8

~leda7.cpam 5.2 6.4 8.0 9.1 6.9 8.2 4.0

Phenobarbita l 5.1 6.0 7.4 7.2 5.9 0.9

Chlorpromazine 3.0 5.4 4.6 2.9

Pcntobnrbital 3.5 5.4 3.6

Mcprobernate 4.7 - 0 3.6 2.4.,..
Fenimide 3.1 3.9 4.7 4.9 3.7

Amitriptylinc 2.2 4.8 2.4

Diphenylhydnntoin 2.8 4.8 1.9 1.8
E thosux irnide 3.4 4.5 4.1 3.6
Th iarnylal 4.4 3.9 4.3 3.4

Molindone 1.6 3.9 3.8 0.0

Tetrabena zine 3,4 3.8 0.4 0.0

E cty lurea 2.6 1.4 3.8
Im iprnm inc 3.4 3.3 0.8
T rim- th ad ione 2.7 3.3 2.4

Tableau 17: Effet de différentes substances dans le test de suppression néophobique
de la prise de boisson: Ingestion moyenne de lait (ml) en une h (dans
Poschel, 1971).

Orug

Benzodiazepines
Clonazepam
Flurazepam
Nitrazepam
Oiazepam
Halazepam
Oesmethylchlord iazepoxide
Flunitrazepam
Oxazepam
Bromazepam
Chlordiazepoxide
Aipazepam
Chlorazepate
Medazapam

Nonbenzodiazepines
Zopic lone
CL 218,872
Tracazolate
Meprobamate
Phenobarbital
Pentobarbital

MEO· (mg/kg, p.o.)
for disinhibition

1
3
6

10
10
10
17
17
17
20
60
60
60

3
10

200
300

>177
>100

·Minimal effective dose for significant disinhibition.

Tableau 18: Effet de différentes substances anxiolytiques dans le test de suppression
néophobique de la prise de boisson chez le r at (dans Patel & Malick,
1983).



de l'élevage du laboratoire. A leur arrivée dans la salle d'expérimentation. les rats

sont répartis au hasard dans des cages de 4 à 6 individus selon leur poids. Ils disposent

de nourriture et d'eau ad libitum. Le cycle d'éclairement est de 12·12 h. la phase

d'obscurité se situant entre 9 h et 21 h. La naïveté vis-à-vis de la boisson étant

requise. chaque animal n'est utilisé qu'une seule fois dans cette procédure.

C. Dispositif expérimental

Le test est effectué dans des cages grillagées (30 x 40 x 20 cm) auxquelles

est adapté un biberon. Ce biberon est constitué d'une éprouvette graduée de 100 ml,

fermée par un bouchon en caoutchouc traversé par un tube en métal contenant une

bille l'empêchant de couler. La hauteur entre l'orifice du biberon et le plancher de la

cage est fixée à 3 cm. 8 cages individuelles sont utilisées simultanément. Ainsi. 4

traitements différents peuvent être évalués par session. 2 rats étant assignés à

chaque traitement. L'ordre de répartition des traitements dans les cages est modifié

d'une session à l'autre, afin d'éliminer les éventuelles incidences des cages (position

de la cage sur le portoir, etc ...). La boisson. du lait concentré sucré NESTLE® dilué à

20% dans l'eau, est préparée le jour de l'expérience.

D. Traitements

Les substances testées (DZP et SK&F-89976-A) sont administrées par voie

i.p ., en solution dans différents véhicules : l'éthanol ou le diméthylisosorbide éther

(DMI) pour le DZP ; l'éthanol, le DMI ou le NaCI 9'1'00 pour le SK&F-89976-A. Toutes les

solutions sont préparées de manière à injecter 2 ml de solution par kg de poids

corporel. Un lot contrôle (témoin dans le cas du NaCI 9'1'00), traité avec le véhicule seul,

est constitué à chaque expérience.

E. Procédure

Les expérimentations sont effectuées dans la salle d'élevage des animaux

pendant la période d'obscurité. en lumière rouge. Immédiatement après le

traitement•. le rat est introduit dans la cage d'expérimentation . 30 mn plus tard, un

biberon contenant la solution de lait sucré. est adapté à la cage et maintenu pendant

1 h.

F. Paramètres observés

Le taux de boisson en ml est relevé toutes les 15 mn pendant 1 h.
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Drug

Aunitrazepam
Clonazepam
Bromazepam
Diazepam
Chlorazepate
Nitrazepam
Oxazepam
Flurazepam
Chlordiazepoxide
Medazepam
Halazepam
Desmethylchlordiazepoxide
Ripazepam
Phenobarbital
Meprobamate

MED (mgtkg, p.o.) for
antagonism of pentylene­

tetrazol-induced convulsions

0.03
0.25
0.25
0.8
1.0
1.0
1.3
2.5
2.5
4.0
8.0

10.0
15.0
20.0

200.0

Tableau 19: Antagonisme des convulsions induites par le PTZ (82 mg/kg s.e.) chez la
souris par différentes substances anxiolytiques (dans Patel & Malick,
1983).

Action wilhin GABA
synapses

L-Glulamic acid
decarboxylase inhibilors

GABA... antagonists
Reduced chloride ion entry

GABA-Iransaminase
inhibilors

GABA uptake inhibitOfs
GABA agonists: GABAM B

GABA"

GABAs

Activity in animal .modets

Agents that diminish GABA synaptic activity

Convulsant

Convulsant
Convulsant

Agents Ihat enhance GABA synaptic activity

Broad. anticonvulsant spectrum

Anticonvulsant _
Broad anticonvulsant spectrum
Wide anticonvulsant spectrum

(inactive strychnine, .
electroshock, Papio papio)

Umited anticonvulsant
spectrum (pentetrazole.
strychnine, audiogenic DBA z
mice)

CUnical aclivity

Proconvulsant/convulsant
(cycloserine)

Unlested
Untested

Antiepileptlc (valproate, "(-
viny! GABA)

Untested
Antiepileptic (progabide)
Limited activity (THIP)

Not use fui as an epileptic
(baclofen)

Tableau 20: Activité anticonvulsivante de diverses substances GABAergiques en
fonction de leur mode d'action (dans Uoyd & Morselli, 1987).



G. Analyse statistique

85

Etant donné qu'il s'agit de lots non appariés, les comparaisons statistiques

sont effectuées à l'aide du test de Kruskal- Wallis pour l'ensemble des lots puis.

lorsqu'une hétérogénéité significative au risque 5% apparaît, du test de Mann­

Whitney pour les comparaisons 2 à 2, le seuil de significativité étant fixé à 5%. Dans

le cas où l'expérience ne comprend que 2 lots, seul le test de Mann-Whitney est

employé.

Nous utilisons des tests non paramétriques parce que le caractère gaussien

des distributions n'est pas démontré .

II. TEST DES CONVULSIONS INDUITES PAR LE PTZ

A. Présentation du test

Le test d'inhibition des convulsions induites par le PTZ. chez le rat ou la

souris. fait partie des modèles animaux connus pour être indicatifs de l'efficacité

anticonvulsivante chez l'Homme. tout comme l'inhibition des MES. Par ailleurs, il a

été montré que le rat était une espèce plus intéressante que la souris pour tester les

effets de composés anticonvulsivants . Ce test est l'un des plus fréquemment employés

pour le screening des composés anticonvulsivants et a été largement employé pour

d éterminer l'activité anticonvulsivante de substances diverses telles que :

- des 1,4-BZD (Swinyard & Castellion, 1966 ; Malick & Enna, 1979 ; Niemegeers & Lewi,

1979 ; Patcl & Malick, 1983 ; Skolnick et al., 1983 ; Pellow, 1985 ; File et al., 1985, 1989

; Keane et al., 1988) qui sont généralement très efficaces (Tableau 19) ;

- une 3,4-BZD. le tofisoparn. qui n'a pas d'effet anticonvulsivant significatif (Pellow

& File, 1986b)

- des ligands du récepteur BZD (Jensen & Petersen, 1983 ; Oakley et al., 1984) : les

agonistes augmentent le seuil d'apparition des convulsions et les agonistes

inverses le diminuent, alors que les antagonistes n'ont pas d'effet significatif ;

- des dérivés quinoline qui se lient au récepteur BZD et montrent des propriétés

anxiolytiques mais sont dépourvus d'activité anticonvulsivante (Le Fur et al., 1981)

- des dérivés pyrrolo(l,4)BZD (Wright et al.. 1978) dont certains sont

anticon v ulsi van ts

- des barbituriques et de nouveaux composés anxiolytiques (Pellow, 1985) offrant

des résultats variables ;

- l'abécarnil, une ~ -carboline ayant des propriétés anticonvulsivantes(Turski et al.,

1990) ;
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le GR38ü3 2F. antagon ist e du récepteu r 5-HT3 (Jones et al. . 1988) qu i serait un age nt

anx io ly ti q ue pui s s ant. d ép ourvu d' ac t iv it é séd a t ive , ant ico n v u ls iva n te o u

hypn otique

la diph én ylhyd antoïn e (Do te uc hi & Cost a, 197 3) qu i a un e s truc tu re mol écul aire

proche du DZP mais n'ant agoni se pas les crises induites par le PTZ ;

- la 6-hy droxy do pa m ine (O is hi et al., 1979) qu i affecte le sys tème no radrén ergique

et réduit le se uil d 'apparition des conv ulsions indu ites par le PTZ ;

- des xanthi nes : la th éophyll ine et la café ine sont proconvul si vantes. alo rs qu e

l' enprofylline e t l' isbufylline . deu x nou vell es xanthines sont dép ourvues d'acti vité

proconvulsi vante (Cutrufo et al. , 1992 ) ;

- e t ce rt aines su bstances GABAergiques : l'acide am inooxy acé tique , l'hydrazine et

l'h ydro xyl amine aug me nte nt le tau x de GABA cé rébral et po ssèd ent tou s les troi s

un e ac tiv ité anti con vul sivante. ma is à des de gr és différents (Wo od & Pee sk e r.

197 5). Il s so nt d' aill eurs efficaces vis-à -v is de conv ulsi vants ag issan t au niveau du

sys tè me GABAe rgique ou au ni ve au d ' autres sys tè mes. Par co nt re . le y­

acéty lénique- G ABA aug men te les co nce nt ra tio ns en GABA dan s le SN C et protège

les sou ris co nt re les crises induites par des st imu li audiog ènes, par é lec troc hoc.

pa r le thiosem icarbaz ide. l'isonia zide (de ux inh ib iteurs de la GAD ) ou la st ryc hnine

(bloq ue les récepte urs g lyci ne) . m ai s es t ineffi cace cont re les conv uls io ns '

induites par le PTZ (Schechter et al. . 1977 ). L ôsche r (1982) a évalué les propri étés

an tico nv ulsi va nte s de 16 subs ta nces GABAmimé tiqu es . T outes ces s ubs ta nces

aug me nta ie nt s igni fica tive me nt le se uil d' app arit ion des co nv u lsio ns ind ui tes so it

par des é lec troc hocs . soi t par le PTZ. les plu s efficaces éta nt le mu scim ol, le THIP et

les moins effi caces. le y-vin yl GABA e t l' éth anolamine-O-sulfat e. De même.

Matthews & McCafferty (197 9) ont mon tré que le muscimol possédait un e activité

anti con vulsivante vis -à -v is des c rises induites par le PTZ. l 'i soni azid e et la

bi cu cullin e (a ntago n is te du s ite récepteur GABA ). P ar contre , il retardait

l' app ariti on des c rises indui tes par la picrotoxin e (se fixe sur l' ionoph or e Cn sa ns

les atté nue r e t n 'av ai t auc un effet sur les c rises induites par la s tryc hni ne. Les

antidé presseurs tri cycli qu es so nt procon vul siv ants chez l'homm e e t l 'an im al. O r,

la fe ngab ine , un no uve l antidé presse ur aty p ique, m ontre un spectre d 'activité

anticonvulsi va nte si m ila ire à ce lui du progab ide et du va lproate, il es t d 'ailleurs

gé nérale me nt plu s e fficace que ces derni er s (Lloyd et al.. 1987) et on pen se que la

fengabine ag irai t au niveau du sys tème GABAergique. Enfin. les inh ib iteurs de la

recapture du GABA présente nt e ux aussi . une ac tiv ité an tic onvulsi va nte (Cro uc he r

et al ., 1983 ; Yun ger ct al., 1984 ). Le SK &F-89976-A et le SK &F-lO03 30-A,

représentant une nou vell e classe d'inhibiteurs de la recapture du GABA actifs par

voie orale, pr ot ègent contre la composante "e xte ns ion des pattes an té rie ures " des

c rises induites par l'administration Lv. de bicu culline ou de PTZ chez le rat et la

so uris et de s MES chez le rat (Yunger et al. , 1984). Par contre, ils sont inefficace s
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vis-à-vis des cri ses ind uites par la st ryc hni ne chez le rat et vi s -à-vi s des MES chez

la so uris (Y unger et al.. 1984). Le THPO . inh ib iteur de la recapture glia le du GABA .

pro tège les sou ris co ntre les co nvulsions induites par le PTZ lo rsqu 'il es t

ad m in is tré pa r voi e i.p. . m ais c urieuseme nt. il est inefficace pa r vo ie i.c .v .

(Cro ucher ct al.. 1983). Le nipécotate est ineffi cace par voie i.c .v . (Crouc he r ct al.•

19 83) . Il se mb le ra it qu e les inh ibite urs de la recap ture du G AB A aien t de s

pr opriétés antié pi le ptiq ues plus important es que les agonistes GAB A (Krogsgaa rd­

L ar sen ct al.. 19 87 ) . Les activ it é s anti convul siv antes de di verses su bs ta nces

GABAergiques. dan s des mod èl es anim aux et en clinique . so nt résum ées dans le

Tabl eau 20 .

En fonc tion de ces données. il nou s a semblé intéressant d' étudier les effets

an ticonvuls iva nts de subs tances agissant au niveau du système GABAer gique.

Dan s la procédure qu e nou s avo ns ut il isée . le s convu ls io ns éta ie nt

pro voqu ées chez le rat. par une inj ection i.p . de PTZ à 60 mg/kg. Dan s un premier

te mps. nou s avons vé rifié. dan s ce pr ot ocol e . l' efficacité du DZP . di ssou s d an s

l' éth an ol ou le DM!. En c lin ique . l'act ivi té antico nv u lsi va nte du DZP a déj à été

dé mo ntrée . e t il fa ut noter que ce lte BZD arrête le status epilep ticu s mai s qu 'ell e es t

également efficace contre les c rises d'absence et les crises c loniques.

Une deu x ièm e s t ra tég ie a é té em ployée pour a ug me n te r l 'act ivit é

sy nap tique GABAer giqu e le blocage de la recapture du GAB A d ans les neu ron es et

les cel lu le s g lia le s. par le SK &F-8997 6- A (ac ide nip écotique modifié) . En effet. des

é tudes ph arm acol ogi qu es ont montré un e ac t ivi té an t ico n vu ls iva nte de ce lte

mol écul e dan s di ffér ents mod èl es de rat s. e t ce co mposé a prob abl em ent une ac tivité

an tico nvuls iva nte imp ortante du point de vue clin ique (Yunger et al.. 19 84 ).

B. Animaux

Les ani ma ux utili sés sont des rats Wi star ou Lon g-Ev an s prov en ant so it de

ce ntres d' él e va ge (I FFA-CREDO o u Jan vi er resp ectivem ent) , so it de l'él ev age du

laboratoire . A leur ar ri vée dan s la sa lle d'ex pé rime ntation, le s rat s so nt rép arti s au

hasard dan s des cages de 4 à 6 ind iv idus selon leur poids. Ils di sp osent de nourriture

et d'eau ad libitum. Le cycl e d'éclairem ent es t de 12-1 2 h . la phase d'obscurité se

situant en tre 9 h et 2 1 h. La naïvet é vis -à -v is du test n' ét ant pa s requ ise . le mêm e

an ima l pourra être util isé plu si eurs fo is dans ce rtai nes ex périences .
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C. Dispositif exp érimental

Pour é viter qu 'il ne se bl esse pend ant la c rise comportem ental e et pou r

fa ciliter l'observati on du déroulement de la cri se , l'animal es t placé dans un e



enceinte circulaire en ALTUGLAS® transparent de 50 cm de diamètre et 35 cm de

hauteur.

D. Traitements

Les substances testées pour leur activité anticonvulsivante (DZP et SK&F­

89976-A) sont administrées par voie i.p. sous forme de solutions dans différents

véhicules (éthanol ou DMI). Toutes les solutions sont préparées de manière à injecter

2 ml de solution par kg de poids corporel.

30 ou 60 mn après l'administration de la substance testée. le convulsivant

(PTZ) est injecté par voie i.p. à la dose de 40, 45 ou 60 mg/kg selon l'expérience. Il est

dissous dans une solution de NaCI 9%0 de manière à injecter 2 ml de solution par kg de

poids corporel.

Dans la plupart des expériences. les sessions de contrôle sont réalisées avec

les mêmes animaux, 48 h avant les sessions avec les substances. Lors des sessions de

contrôle, les rats reçoivent une administration i.p. du véhicule seul (2 ml/kg) suivie

30 ou 60 mn plus tard, d'une administration i.p . de PTZ.

E. Procédure

Les expérimentations sont effectuées dans la salle d'élevage des animaux

pendant la période d'obscurité. En effet. des variations de sensibilité au PTZ ont été

observées au cours du cycle de 24 h, la sensibilité étant maximale 4 h après le début

de la période d'obscurité (Eidman et al., 1990).

Après l'administration de la substance testée. l'animal est remis dans sa

cage d'habitation. 30 (ou 60) mn plus tard, la substance convulsivante est

admini strée. Le rat est alors introduit immédiatement dans l'enceinte transparente,

et le déroulement de la crise comportementale est observé pendant une durée

minimale de 30 mn.

Dans la plupart des expériences, en raison de la grande variabilité inter­

individuelle, le même groupe de rats est testé plusieurs fois, mais avec différents

traitements. Cc type de démarche existe dans la littérature (Schwark & Lëscher, 1985)

et un rat peut subir plusieurs fois ce test sans inconvénient majeur. Ceci permet

d'éliminer la variabilité inter-individuelle puisqu'elle reste constante au cours de

l'expérience. Le deuxième avantage de cette méthodologie est que le s comparaisons

statistiques peuvent être effectuées en procédure appariée, ce qui augmente la

puissance du test.

Les sessions de contrôle (véhicule seul puis PTZ) sont donc effectuées en

alternance avec les sessions avec les substances, 2 sessions successives étant séparées

d'au moins 48 h. Ainsi, pour chaque animal, les injections successives des substances
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testées sont séparées d'au moins 4 jours, afin de permettre l'élimination des composés

administrés et d'éviter les interférences d'une session à l'autre en cas d'effets longue

durée.
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F. Paramètres observés

1. Sévérité de la crise comportementale

La sévérité de la crise est évaluée selon l'échelle de Racine (1972) :

STADE 0 Aucune réponse comportementale visible à l'injection de PTZ.

STADE 1 Immobilité augmentée.

STADE 2 Balancement de la tête et/ou mouvements cloniques de la mâchoire et

mouvements faciaux .

STADE 3

STADE 4

STADE 5

2.

STADE 2 + redressement sur les pattes postérieures.

STADE 3 + mouvements cloniques des pattes antérieures .

Crise motrice complète. c'est-à-dire redressement sur les pattes

postérieures. clonus des pattes antérieures et clonus facial, clonus des

pattes postérieures. perte de l'équilibre et chute sur le plancher de la

cage.

Latence d'apparition de la crise

La latence d'apparition de la crise est exprimée en s. et correspond à

l'intervalle de temps entre l'injection de PTZ et le premier signe d'activité de crise

comportementale. habituellement la fermeture des yeux.

3. Durée de la crise

La durée de la crise est exprimée en s. et correspond à l'intervalle de temps

entre l'injection de PTZ et la disparition de tous les signes comportementaux d'activité

de crise.

4. Taux de mortalité

Le nombre d'animaux décédés est relevé à la fin de chaque session.

G. Analyse statistj Que

Dans les expériences utilisant des lots non appariés. les comparaisons

statistiques sont effectuées à l'aide du test de Kruskal-Wallis pour l'ensemble des lots



puis. lorsqu'une hétérogénéité significative au risque 5% apparaît. du test de Mann­

Whitney pour les comparaisons 2 à 2. le seuil de significativité étant fixé à 5%. Dans

le cas où l'expérience ne comprend que 2 lots. seul le test de Mann-Whitney est

employé.

Cependant. dans la plupart des expériences. nous comparons des résultats

obtenus avec le même lot d'animaux dans des conditions différentes. Dans ce cas. les

lots sont appariés et les comparaisons statistiques sont effectuées à l'aide du test de

Friedman pour l'ensemble des lots puis. lorsqu'une hétérogénéité significative au

risque 5% apparaît. du test de Wilcoxon pour les comparaisons 2 à 2. le seuil de

significativité étant fixé à 5%.

Nous utilisons des tests non paramétriques car le caractère gaussien des

distributions n'est pas démontré.

III. TEST DU LABYRINTHE EN CROIX SURELEVE

A. Présentation du test

La mise au point du labyrinthe en croix surélevé est basée sur les

observations de Montgomery (1955) qui a montré que les rats avaient une préférence

pour les bras fermés dans un labyrinthe en Y comprenant des bras ouverts et fermés

en proportions variables. Pour expliquer cette préférence. il a proposé que la

nouveauté évoquait à la fois la composante peur et la composante exploration du

comportement de l'animal, générant ainsi un conflit approche-évitement. Il a

considéré que les deux types de bras évoquaient la composante exploration mais que

les bras ouverts évoquaient la composante peur à un degré plus élevé que les bras

fermés. résultant ainsi en une exploration relative plus grande des bras fermés. Dans

le cas où cette explication serait exacte, les substances anxiolytiques devraient

augmenter l'exploration relative des bras ouverts, alors que les substances

anxiogènes devraient la diminuer.

C'est pourquoi. Handley & Mithani (1984) ont conçu un modèle basé sur ce

principe, dans lequel les rats exploraient un labyrinthe en croix surélevé

comportant deux bras ouverts et deux bras fermés. Les résultats obtenus avec les

animaux des lots contrôles ont montré que ce labyrinthe en croix surélevé

fonctionnait comme le labyrinthe en Y utilisé par Montgomery (1955). c'est-à-dire

que les rats montraient une préférence claire et significative pour les bras fermés

(seulement 28% des entrées effectuées. concernaient les bras ouverts) et que le

pourcentage d'entrées dans les bras ouverts par rapport au nombre total d'entrées ne

dépendait pas du nombre total d'entrées (Handley & Mithani, 1984). L'expression des

résultats en proportion du nombre total d'entrées devrait permettre une certaine

compensation des effets autres que ceux de la peur sur l'activité exploratrice et par
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COMPOSE
Carbamazépine
Ethanol

CATEGORIE
antiépileptique

alcool

REPONSE REFERENCES
+ Zangrossi et al., 1989
+ lister, 1987(souris)

pyrazoloquinoline +
s-carboltne 0

pyrazoloquinoline, ag. inverse -
imidazodiazépine,antag. 0

LIGANDS RECEPTEURS BZD
Chlordiazépoxide 1,4-BZD

Diazépam

Lorazépam
Tofisopam
Adinazolam
Alprazolam
U-43,465
CL218,872

CGS9896
ZK 91296
CGS 8216
Flumazénil

(= Ro 15-1788)

ZK 93426
Ra 5-4864
ffi 7142

1,4-BZD

1,4-BZD
3,4-BZD

triazolo-BZD
triazolo-BZD
triazolo-BZD

triazolopyridine

dérivé de ~carboline, antag.
1,4-BZD, ligand rée. périph.

ag. inverse

+

+

+
o
+
+
+
+

+

o

Pellow et al., 1985; Chopin &
Briley, 1987; File, 1990; lister,
1987 (souris)
Handley & Mithani, 1984;
Pellow et sl., 1985 (chronique
et aigu); Critchley & Handley,
1987; Moser et sl., 1988; Moser,
1989; Assié et al., 1991; Wright
et al., 1991 (chronique et aigu)
File et al., 1988
Pellow & File, 1986b
File & Pellow, 1985b
File & Pellow, 1985b
File & Pellow, 1985b
Handley & Mithani, 1 984;
Pellow & File, 1986a
File & Pellow, 1985b
Pellow & File, 1986a
Pellow & File, 1986a
Pellow & File, 1986a;
Chopin & Briley, 1987;
Fernândez-Teruel et al., 1990
(administration périnatale)
Pernândez-Teruel et al., 1990
(administration périnatale +
handling postnatal)
Pellow & File, 1986a
Pellow & File, 1986a
Pellow & File, 1986a; File &
]ohnston, 1987; lister, 1987
(souris)

LIGANDS RECEPTEURS GABA
Progabide ag. GABAA et B o Chopin & Briley, 1987

LIGANDS SITE BARBITURIQUE
Phénobarbitone barbiturique

LIGANDS SITE PICROTOXINE
Pentylènetétrazole convulsivant

Pentobarbital

Picrotoxine

Tracazolate

7

convulsivant

pyrazolopyridine

o Pellow et al., 1985
+ Pellow et al., 1985 (chronique)
+ lister, 1987 (souris)

o Pellow et el; 1985
File & ]ohnston, 1987
Handley & Mithani, 1984;
lister, 1987 (souris)

+ Handley & Mithani, 1984;
Pellow & File, 1986a

Tableau 21: Effets des composés agissant sur les récepteurs BZD ou le système
GABAergique, dans le labyrinthe en croix surélevé. +: effet
anxiolytique; -: effet anxiogène; 0: sans effet sur le niveau d'anxiété;
ag.: agoniste; antag.: antagoniste.



conséquent, donner une mesure plus pure des changements de comportements

motivés par la peur.

Les résultats obtenus par Handley & Mithani (1984). avec des substances

anxiolytiques et anxiogènes. vont dans ce sens le DZP et l'amylobarbitone

(anxiolytiques) augmentent significativement la proportion d'entrées dans les bras

ouverts, même en présence d'une sédation sévère. Etant donné que l'activité

exploratrice n'est augmentée par aucune des doses testées, il est très peu probable

que l'augmentation de la proportion d'entrées dans les bras ouverts puisse être due à

une augmentation de la composante exploration ou de l'activité locomotrice. Les

agents anxiogènes (picrotoxine et ACTH) réduisent l'exploration totale (Handley &

Mithani, 1984). L'absence de sédation observable et de faiblesse générale suggère que

cette réduction pourrait être attribuée soit à une réduction de la composante

exploration ou de l'activité locomotrice. soit à une augmentation de la composante

peur. Toutefois. les entrées dans les bras ouverts diminuent de façon plus importante

que dans les bras fermés. aboutissant ainsi à une chute significative du rapport

ouvert/total. comme le prédisait l'hypothèse initiale. Par conséquent, le test du

labyrinthe en croix surélevé a été proposé par Pellow et al. (1985) comme modèle

animal de l'anxiété. permettant l'évaluation des potentialités anxiolytiques ou

anxiogènes de divers composés.

Le labyrinthe en croix surélevé a été très largement validé du point de vue

pharmacologique et employé pour étudier les effets anxiolytiques ou anxiogènes de

substances diverses. agissant notamment sur les récepteurs BZD et les systèmes

GABAergique (Tableau 21), noradrénergique, sérotonergique, dopaminergique ou

glutamatergique, cholécystokinine ou opioïdes. Dans la littérature. on observe des

résultats contradictoires, à l'exception du système GABAergique où les agonistes des

récepteurs BZD montrent soit une activité anxiolytique soit aucun effet. mais jamais

une activité anxiogène. alors que les agonistes inverses et les antagonistes de ces

récepteurs sont soit inactifs soit anxiogènes dans le labyrinthe en croix surélevé. Le

seul ligand des récepteurs GABA ayant été évalué. · le progabide, ne montre aucune

activité dans ce test (Chopin & Briley, 1987). En ce qui concerne le système

noradr énergique , les agonistes des adrénorécepteurs-a2 ont le plus souvent une

activité anxiolytique . alors que les antagonistes de ces récepteurs sont soit sans effet

(Moser. 1989) . soit anxiogènes (Handley & Mith an i , 1984). Les substances

sérotonergiques montrent des résultats variables : le 8-0H-DPAT. par exemple. est un

agoniste du récepteur 5-HT} A, qui a montré selon le cas une activité anxiogène (Treit

et al.. 1993). anxiolytique (S ôderpalrn et al.. 1989) ou aucune activité (Moser et al.•

1988) dans ce test. Par ailleurs. les agonistes et antagonistes des récepteurs opioïdes

sont sans effet sur le niveau d'anxiété des animaux dans cette procédure (Chopin &

Briley, 1987). Les psychostimulants comme les amphétamines ou la caféine sont

anxiogènes (Pellow et al.. 1985). Les antagonistes des récepteurs NMDA ont montré
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une activité anxiolytique dans ce test (Schmitt et al., 1990). D'autre part, Lister (1987)

a validé l'application de cette procédure pour la mesure de l'anxiété chez la souris.

Nous avons expérimenté le test du labyrinthe en croix surélevé avec le

DZP. dans différentes conditions expérimentales. Les expériences présentées ici ont

été réalisées en collaboration avec J.P. Schurra et J.F. Maître.

B. Animaux

Les animaux utilisés sont des rats Wistar provenant, selon l'expérience, soit

du centre d'élevage IFFA-CREDO, soit de l'élevage du laboratoire. A leur arrivée dans

la salle d'expérimentation, les rats sont répartis au hasard dans des cages de 4 à 6

individus selon leur poids. Ils disposent de nourriture et d'eau ad libitum. Le cycle

d'éclairement est de 12-12 h, la phase d'obscurité se situant entre 9 h et 21 h. Chaque

animal est utilisé une seule fois dans cette procédure. sauf dans une expérience. où

les rats effectuent 2 passages successifs dans le dispositif séparés de 100 mn mais ne

reçoivent qu'un traitement.
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C. Dispositif expéri m enta 1

Le dispositif expérimental est un labyrinthe en forme de croix. surélevé de

50 cm au-dessus du sol et comportant deux bras ouverts et deux bras fermés (Figure

46) . Une caméra est fixée au-dessus du dispositif et reliée à un écran TV ainsi qu 'à un

magnétoscope situés dans une pièce adjacente. Ce système permet d'observer l'animal

sans le perturber et d'enregistrer la session sur cassette vidéo, afin d'effectuer un

dépouillement précis des différents paramètres comportementaux grâce à un

ordinateur.

D. Traitements

Le DZP est administré par voie i.p. sous forme de solution dans un mélange

de deux solvants en proportions différentes (Transcutol et Tween80). Toutes les

solutions sont préparées de manière à injecter 2 ml de solution par kg de poids

corporel. Les lots témoins sont traités avec du NaCI 9'Yoo et les lots contrôles avec les

différents véhicules.

E. Procédure

30 mn après le traitement. le rat est placé dans une enceinte carrée en

contre-plaqué peint pendant 5 mn. En effet, il a été montré que lorsque l'animal était
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placé dans un environnement inconnu avant le test. l'activité locomotrice était

accrue dans le labyrinthe, et plus précisément le nombre total d'entrées dans les bras

était augmenté (Pellow & File, 1986a). Puis le rat est placé immédiatement dans le

labyrinthe en croix surélevé pendant 5 mn. Selon l'expérience. le rat est placé soit au

bout d'un bras fermé, soit au centre du dispositif, face à un bras ouvert.

L'expérimentateur quitte la salle d'expérimentation immédiatement après avoir

déposé l'animal dans le dispositif. Grâce au système d'enregistrement vidéo et à un

ordinateur. le comportement du rat dans le labyrinthe est observé dans une pièce

adjacente et peut être analysé soit simultanément. soit après l'expérience avec

l'enregistrement vidéo. Le dispositif est nettoyé à l'aide d'un coton imbibé d'alcool

entre les différents animaux.

F. Paramètres observés

Temps passé au centre en s. ,

Temps passé dans les bras fermés en s. .
Temps passé dans les bras ouverts en s. ,

Pourcentage de temps passé au centre ,

Pourcentage de temps passé dans les bras fermés ,

Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts

Nombre d'entrées effectuées dans les bras fermés

Nombre total d'entrées effectuées dans les 4 bras •
Nombre d'entrées effectuées dans les bras fermés en % par

rapport au nombre total d'entrées effectuées

Nombre d'entrées effectuées dans les bras ouverts en % par

rapport au nombre total d'entrées effectuées

Nombre de redressements effectués dans les bras fermés

Nombre de redressements effectués dans les bras ouverts

Nombre total de redressements effectués

Nombre de toilettages effectués dans les bras fermés ,

Nombre de toilettages effectués dans les bras ouverts ,

Nombre total de toilettages effectués

Nombre de défécations effectuées dans les bras fermés

Nombre de défécations effectuées dans les bras ouverts

Nombre total de défécations effectuées

Nombre de mictions effectuées dans les bras fermés •

Nombre de mictions effectuées dans les bras ouverts •

Nombre total de mictions effectuées

Latence de sortie du premier bras en s.

- % NB ENT OUV :

TPS CENTRE

- TPS FER:

TPS OUV :

% TPS CENTRE :

% TPS FER:

% TPS OUV :

NB ENT FER:

NB ENT OUV : Nombre d'entrées effectuées dans les bras ouverts

- NB TOT ENT :

% NB ENT FER

RED FER:

RED OUV :

TOT RED:

- TOIL FER:

- TOIL OUV :

TOT TOIL:

DEF FER:

DEF OUV:

TOT DEF:

MIC FER:

MIC OUV :

TOT MIC:

LAT SORTIE



COMPOSE DOSE
(rng!k8)

TEMPS MARCHES REDRESSEMENTS REFERENCES
(mn) MON'ŒES

BENZODIAZEPINES
Chlordiazépoxide 8-16 p,o.

32-64 p,o.
128 p.o,
8 p.o.

16-64 p.o,
16 l.p.

32-64 l.p.
1-4 Lp,

8-32 i.p.
Diazépam 4 p.o.

8-32 p.o.
64 p.o.
1-2 p.o.
4-8 p.o,

16-64 p.o.
2-8 p.o.

16-32 p.o.
0.5 i.p.
2-5 Lp,
10 i.p,
2 i.p,

2-5 i.p.

0.5-1.5 i.p,
2-4 i.p.
6-8 i.p.

60

60

30

30

60

60

30

30

30

15

30

--
-
----
-
f--
--
•f
-
--

-

-
-
-
--

-
-

-

Simiand et al., 1984
(souris)

Pollard & Howard, 1986
(souris)
Ouock et. al., 1992 (souris)

Thiébot et al., 1976 (rat)

Simiand et al., 1984
(souris)

Stéru et al., 1987 (souris)

Keane et al., 1988 (souris)

Quock et al., 1987 (souris)

Porsolt et al., 1988
(souris)
Pruhs & Quoek, 1 9 8 9
(souris)
Thiébot et al., 1973 (rat)

ANTAGONISTE RECEPTEUR BZD
Flumazénil 10 s.c, 30 - - Quoek et al., 1 9 9 2

(souris); Emmanouil &
Quoek, 1990 (souris)

AGONISTES
Noreleagnine

Ro 15-3505

~CCM

INVERSES RECEPTEUR
0.3-3 i.p, 30

10 i.p,
1-12 i.p. 20

1 i.p. 30

BZD-
- --

Emmanouil & Ouock, 1990
(souris)
Emmanouil & QJJoek, 1990
(souris)
Emmanouil & Ouock, 1990
(souris)

Tableau 22: Effets de composés agissant sur le récepteur BZD dans le test de
l'escalier. t: augmentation; ~: diminution; -: aucun changement.



LAT ENT OUVl

TPS OUVl :

- LAT EXTR OUVl

G. Analyse

Latence d'entrée dans le premier bras ouvert visité

Temps passé dans le premier bras ouvert visité

Latence d'arrivée à l'extrémité du premier bras ouvert visité

statistique
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Etant donné qu'il s'agit de lots non appariés. les comparaisons statistiques

sont effectuées à l'aide du test de Kruskal-Wallis pour l'ensemble des lots puis.

lorsqu'une hétérogénéité significative au risque 5% apparaît. du test de Mann­

Whitney pour les comparaisons 2 à 2. le seuil de significativité étant fixé à 5%. Dans

le cas où l'expérience ne comprend que 2 lots. seul le test de Mann-Whitney est

employé.

Nous utilisons des tests non paramétriques parce que le caractère gaussien

des distributions n'est pas démontré.

1V. TEST DE L'ESCALIER

A. Présentation dU test

Le test de l'escalier. ou "staircase test". est inspiré du test proposé par

Thiébot et al. (1973). Il s'inscrit dans le cadre des tests de "situation libre" tout comme

l'open-field. mais permet d'obtenir des résultats plus homogènes . Dans cette situation

expérimentale. des réactions apparemment voisines peuvent subir. en fonction des

doses. des modi fications de sens opposé. après administration à l'animal de certaines

substances (Thiébot et al.. 1973). Les auteurs ont obtenu. dans ce test. un profil

identique (diminution du nombre de redressements effectués. avec des doses plus

faibles que celles entraînant une diminution du nombre de marches montées et

pentes des droites de régression pour les deux paramètres statistiquement

différentes) pour différents médicaments comme le DZP (Tableau 22). l'oxazépam, le

prazépam et le méprobamate. Par contre. les neuroleptiques testés modifiaient ces

deux paramètres dans le même sens (diminution)(Tableau 23) . De plus. ces auteurs

ont reproduit ce test avec l'éthanol et l'amobarbital. A des doses faibles. ces

substances augmentent le nombre de marches montées sans modifier

significativement le nombre de redressements. alors qu'à des doses fortes. ils

diminuent ces deux paramètres. C'est pourquoi. ce test a été proposé pour le

classement des psychotropes.

Le rat. lorsqu'il n'est pas soumis à l'effet d'un anxiolytique. se trouve face à

un conflit : son désir de fuite et d'exploration le pousse à monter les marches de

l'escalier. mais le rat présente une aversion naturelle pour la nouveauté et pour la





montée des marches d'un escalier. La résultante de ce conflit est que le rat monte

difficilement les marches. Par contre. les BZD ont pour effet de déplacer ce conflit

dans le sens d'une augmentation de l'exploration et d 'une diminution de la

néophobie.

D'après Lat (1965), les redressements constitueraient un indice pertinent

de l'état de vigilance de l'animal dans une situation donnée et ils seraient toujours

liés à l'activité dominante. c'est-à-dire fuite ou exploration. Les redressements

pourraient donc constituer un reflet de l'anxiété ou de l'émotivité des animaux lors

des toutes premières mn d'un test, c'est-à-dire quand l'anxiété est dominante par

rapport à l'activité exploratoire.

Par ailleurs. l'hypothèse du rôle inhibiteur de l'anxiété sur l'exploration a

souvent été avancée. Or, dans le test de l'escalier. Thiébot et al . (1976) ont observé. au

cours du temps . une liaison d'abord négative entre les redressements et le nombre de

marches montées. puis une liaison progressivement positive et importante . Il semble

donc envisageable de choisir les redressements comme reflet de l'émotivité ou de

l'anxiété et les marches montées comme indice d'exploration . Il faut également

préciser que la dissociation de ces deux comportements ne peut pas être due à des

propriétés myorelaxantes de la substance . En effet. deux substance s réputées

myorelaxantes (chlormézanone et méphénézine) ont été appliquées à ce test et une

telle dissociation n'a pas été mise en év idence (Thiébot et al.. 1973 ).

Ainsi. nous avons utilisé ce test chez le rat mâle Wistar, afin d'évaluer

l'effet anxiolytique du DZP et du SK&F-89976-A, en dissolvant ces deux produits dans

une solution de DMI à 25% (DZP et SK&F-89976-A) ou dans une solution d'éthanol à

10% (DZP). L'effet du DZP dans le test de l'escalier a également été étudié avec une

autre sou che de rat . la souche Long-Evans. Ce test a ensuite été appliqué, chez le rat

Wistar , à la validation fonctionnelle de différents GABA- ou nipécotate -Sl.C, en

solution dans un mélange Transcutol 30%, Tween80 10%.

B. Animaux

Les animaux utilisés sont des rats Wistar ou Long-Evans provenant, selon

l'expérience. soit de centres d'élevage (lFFA-CREDO ou Janvier respectivement). soit

de l'élevage du laboratoire. A leur arrivée dans la salle d'expérimentation, les rats

sont répartis au hasard dans des cages de 4 à 6 individus selon leur poids. Ils disposent

de nourriture et d'eau ad libitum. Le cycle d'éclairement est de 12-12 h, la phase

d'obscurité se situant entre 9 h et 21 h. La naïveté vis-à-vis du dispositif étant

requise, chaque animal n'est utilisé qu'une seule fois dans cette procédure.
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45 cm

20 cm

l 15 cm

6 cm

Figure 47: Schéma de l'escalier.



C. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est inspiré du test proposé par Molinengo &

Ricci Gamalero (1970). Il est constitué d'une enceinte de contre-plaqué de 90 cm de

long. 20 cm de large et 45 cm de hauteur (Figure 47). L'escalier construit à l'intérieur

est composé de 5 marches de 6 cm de hauteur, 15 cm de profondeur et 20 cm de

largeur. La face avant et le plafond de l'enceinte sont transparents afin de permettre

une observation aisée de l'animal.

D. Traitements

Le DZP (par voie i.p. ou i.v.), le SK&F-89976-A (par voie i.p.) et les GABA- ou

nipécotate-SLC (par voie i.v.) sont administrés en solution dans différents véhicules

(éthanol. DMI ou mélange TranscutoI/Tween80). Toutes les solutions sont préparées

de manière à injecter 2 ml de solution par kg de poids corporel en i.p. ou 0.5 ml en

Lv.. Les lots témoins sont traités avec du NaCI 9'7'00 et les lots contrôles avec les

différents véhicules.

E. Procédure

Les expérimentations sont effectuées dans la salle d'élevage des animaux

pendant la période d'obscurité . L'injection, effectuée par voie i.p. ou i.v., est réalisée

30, 60 ou 120 mn avant le début du test. Après l'injection. le rat est maintenu isolé

dans une cage jusqu'au test qui dure 3 mn. Le rat est alors déposé au bas de l'escalier,

dos tourné aux marches et observé pendant les 3 mn.

F. Paramètres observés

ASC! nombre de marches montées pendant la première mn du test

ASC2 nombre de marches montées - pendant la deuxième mn du test

ASC3 nombre de marches montées pendant la troisième mn du test

TOTASC nombre total de marches montées pendant le test

DESC! nombre de marches descendues pendant la première mn du test

DESC2 nombre de marches descendues pendant la deuxième mn du test

DESC3 nombre de marches descendues pendant la troisième mn du test

TOTDESC nombre total de marches descendues pendant le test

MARTOT nombre total de marches montées ou descendues pendant le test

RED! nombre de redressements avec les pattes antérieures en l'air. effectués

pendant la première mn du test
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RED2 nombre de redressements avec les pattes antérieures en l'air, effectués

pendant la deuxième mn du test

RED3 nombre de redressemen ts avec les pattes antérieures en l'air. effectués

pendant la troisième mn du test

TOTRED nombre total de redressements avec les pattes antérieures en l'air,
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Rpi

Rp2

Rp3

TOTRp

R+Rpl

R+Rp2

R+Rp3

TOTRR

DEFI

DEF2

DEF3

TOTDEF

TOILI

TOIL2

TOIL3

TOrrOIL

LATMI

LATM5

effectués pendant le test ;

nombre de redressements avec les pattes antérieures appuyées contre

une surface du dispositif, effectués pendant la première mn du test

nombre de redressements avec les pattes antérieures appuyées contre

une surface du dispositif, effectués pendant la deuxième mn du test

nombre de redressements avec les pattes antérieures appuyées contre

une surface du dispositif. effectués pendant la troisième mn du test

nombre total de redressements avec les pattes antérieures appuyées

contre une surface du dispositif, effectués pendant le test ;

nombre de redressements des 2 types (RED et Rp), effectués pendant la

première mn du test ;

nombre de redressements des 2 types (RED et Rp), effectués pendant la

deuxième mn du test ;

nombre de redressements des 2 types (RED et Rp), effectués pendant la

troisième mn du test ;

nombre total de redressements des 2 types (RED et Rp), effectués pendant

le test ;

nombre de défécations pendant la première mn du test

nombre de défécations pendant la deuxième mn du test

nombre de défécations pendant la troisième mn du test

nombre total de défécations pendant le test

nombre de toilettages pendant la première mn du test

nombre de toilettages pendant la deuxième mn du test

nombre de toilettages pendant la troisième mn du test

nombre total de toilettages pendant le test

latence de montée de la première marche. en s. ,

latence de montée de la cinquième marche. en s..

G. Analyse statistique

Etant donné qu'il s'agit de lots non appariés, les comparaisons statistiques

sont effectuées à l'aide du test de Kruskal-Wallis pour l'ensemble des lots puis.

lorsqu'une hétérogénéité significative au risque 5% apparaît. du test de Mann­

Whitney pour les comparaisons 2 à 2, le seuil de significativité étant fixé à 5%. Dans

le cas où l'expérience ne comprend que 2 lots. seul le test de Mann-Whitney est



COMPOSE DOSE I.p, TEMPS ENFOUISSEMENT ACTIVITE REFERENCES
<rng!kg) . GENERALE

COP 1-3 30' .... .... Treit et al., 1981; Treit
& Fundytus, 1988

5-10 30' ~ .... Treit et al., 1981; Treit,
1987; Treit & Fundytus,
1988

OZP 0.5 -2 15' ~ non reporté Tsuda et al., 1988
0.5 -1 20' ~ .... Blampied & Kirk, 1983
0.1 3D' .... .... Treit et al., 1981

0.5 -2 ~ ....
0.5 3D' .... Fernândez~uasti &

1 ~ Hong, 1989
0.25-1 30' ~ non reporté Fernândez-Guasti et sl.,

1992
Ro 15-1788 5-10 ID' .... .... Treit, 1987
COP 5 30'1 .... .... Treit, 1987

+ Ro 15-1788 5 ou 10 10'J
CGS 8216 5-10 10' .... .... Treit, 1987
COP 5 30'1 ~ .... Treit, 1987

+ CGS 8216 5 10'J

COP 5 30'1 .... .... Treil, 1987
+ CGS 8216 10 lO'J

PTl 20 3D' .... non reporté Treit et sl., 1981
5 10' .... .... Treit, 1987

20 10' ~ ....
COP 5 30'1 .... .... Treil, 1987

+ PTl 5 lO'J

COP 5 30'1 ~ .... Treit, 1987
+ PTl 20 lO'J

Pierotoxine 0.5 30' non reporté Treit et el., 1981
1 10' .... .... Treit, 1987
2 ID' ~ .... Treit, 1987

COP 5 30'1 .... .... Treil, 1987
+ Picrotoxine 1 lO'J

COP 5 30'1 .... Treil, 1987
+ Pierotoxine 2 lO'J

OZP 1 30'1 .... non reporté Treit et el., 1982
+ Picrotoxine 1 15'J

fi-CCE 0.1 0' .... non reporté Tsuda et al., 1989
0.5-5 0' t non reporté

Naloxone 3 ID' .... non reporté Craft et al., 1988
10 10' .... non reporté Treil, 1985b

OZP 1 30'1 ~ non reporté Treil, 1985b
+ Naloxone 10 lO'J

Pentobarbital 1 30' .... .... Treit et sl., 1981
3-6 ~ ....

Tableau 24: Effets de composés agissant sur le récepteur GABAlBZD, dans le test
d'enfouissement défensif conditionné. f: augmentation; ~ : diminution;
- : aucun changement.



employé. Nous utilisons des tests non paramétriques parce que le caractère gaussien

des distributions n'est pas démontré .

V. TEST DE L'ENFOUISSEMENT DEFENSIF CONDITIONNE

A. PrésentatioD du test

Il s'agit d'une procédure de conditionnement aversif. A l'origine. Pinel &

Treit (1978) ont observé que les rats ayant reçu un choc électrique unique à travers

une électrode fixée sur une paroi de l'enceinte d'expérimentation. retournaient vers

l'électrode et l'enfouissaient avec la sciure disposée dans le fond de l'enceinte . Ils ont

observé des taux significatifs d'enfouissement même lorsque le choc et le test étaient

espacés de 20 jours. Les rats ayant reçu un choc par une électrode dans leur cage

d'habitation enfouissent l'électrode lorsqu'elle est introduite par la suite dans

l'enceinte d'expérimentation, alors que des rats ayant reçu un choc électrique à

travers un plancher grillagé standard n'enfouissent pas une électrode placée dans

l'enceinte. Le comportement d'enfouissement est réduit lorsqu'on modifie soit

l'éclairage. soit la position de l'électrode. pendant l'intervalle entre le choc et le test

(Pinel et al .. 1980). Si on administre un choc à un rat par une électrode parmi deux.

on observe un enfouissement sélectif de cette électrode (Pinel & Treil, 1978). Le

comportement d'enfouissement chez le rat serait donc dirigé par une association

apprise entre un stimulus aversif (exemple : choc électrique) et un signal lié à ce

stimulus (exemple : une électrode) .

Un certain nombre d'agents anxiolytiques. y compris le CDP, le DZP et le

pentobarbital (Tableau 24). produisent une suppression reproductible et dose ­

dépendante du comportement d'enfouissement défensif du rat (Treit et al .. 1981). De

plus, l'efficacité relative de ces agents dans la suppression de l'enfouissement

défensif chez le rat est comparable à leur efficacité relative dans les tests cliniques.

Par contre, un certain nombre de substances non anxiolytiques, comme la d­

amphétamine et la morphine. ne montrent pas d'effet significatif sur le

comportement d'enfouissement défensif. Les effets varient cependant en fonction de

l'intensité du choc électrique pour certaines substances . La ch lorprorn az ine , un

neuroleptique. supprime comme le DZP l'enfouissement défensif à des intensités

faibles (1 mA), mais ses effets peuvent être dissociés de ceux du DZP en augmentant

l'intensité du stimulus aversif à 10 mA, les effets suppresseurs du DZP sont

complètement éliminés. alors que ceux de la chlorpromazine ne sont quasiment pas

affectés (Treit et al.. 1981). L'ensemble de ces résultats suggère que l'enfouissement

défensif présente les critères pharmacologiques de sensibilité dose-dépendante,

d'efficacité relative et de sélectivité. La validation pharmacologique de cette
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procédure a été élargie à des composés variés et ce test a été proposé comme modèle

animal de l'anxiété (Treit et al., 1981).

Nous avons envisagé cette procédure pour vérifier les effets de type BZD

observés avec les GABA- et nipécotate-SLC dans le test de l'escalier. Nous avons

également traité un lot d'animaux avec du DZP afin de comparer les effets des SLC à

ceux des BZD.

B. Animaux

60 rats mâles Wistar de 150-200g. provenant du centre d'élevage IFFA­

CREDO, ont été utilisés. A leur arrivée au laboratoire, les rats sont répartis au hasard

dans des cages de 6 individus dans la salle d'élevage et sont maintenus ainsi pendant 2

semaines. Ils disposent de nourriture et d'eau ad libitum. Le cycle d'éclairement est de

12-12 h. La phase d'obscurité se situe entre 8 h et 20 h.
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c. Dispositif expéri m enta 1

Le dispositif expérimental est constitué d'une cage transparente de

dimensions 44 x 28 x 18 cm. dont le fond est tapissé d'une couche de sciure d'une

épaisseur de 4 cm environ. La cage est disposée dans une pièce insonorisée. Sur une

face latérale. un orifice permet la fixation d'une électrode.

L'électrode est une sonde en plexiglas. de dimensions 7 x 2 x 0.5 cm,

recouverte d'un circuit imprimé en cuivre dont l'écartement des fils est de 1 mm.

afin qu'une patte de rat se posant sur l'électrode fasse aisément contact entre 2 fils et

permette le passage du courant. L'électrode est reliée à un générateur de chocs

électriques à déclenchement manuel. Le déclencheur est placé dans une pièce

adjacente.

Une caméra vidéo est disposée face à la cage. à une distance de m, et

reliée à un moniteur de contrôle ainsi qu'à un magnétoscope situés dans la pièce

adjacente avec le déclencheur. Ce système permet d 'observer l'animal sans le

perturber et d'enregistrer la session sur cassette vidéo. afin d'effectuer un

chronométrage et un comptage précis des différents paramètres comportementaux.

D. Traitements

Les GABA- et nipécotate-SLC sont administrés, par voie i.v ., en solution

dans le mélange Transcutol 30%. Tween80 10%. une heure avant le test. Toutes les

solutions sont préparées de manière à injecter 0.5 ml de solution par kg de poids

corporel. Le lot contrôle est traité avec le véhicule seul.
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E. Procédure

Pendant les 2 jours qui précèdent le test d'enfouissement. les rats sont

transportés dans la salle d'expérimentation et tous les animaux d'une cage sont

introduits en même temps dans la cage expérimentale pendant 30 mn. Ces 2 périodes

de familiarisation sont destinées à habituer les animaux aux manipulations et au

dispositif expérimental. Pendant ces 2 périodes, l'électrode n'est pas en place. La

sciure est renouvelée à chaque changement de cage .

Le jour de l'expérience, les rats sont traités avec les différentes substances

à tester, les différents traitements étant attribués au hasard. Les expériences sont

réalisées pendant les 5 premières h de la phase d'obscurité, période de la journée où

les animaux sont le plus actifs. h après l'administration i.v. du traitement, chaque

rat est testé individuellement dans le dispositif. l'électrode étant en place. Dès que le

rat a été placé dans le dispositif, l'expérimentateur se rend dans la pièce adjacente et,

grâce au moniteur de contrôle et au déclencheur de choc, un choc électrique unique,

de faible intensité (2 mA). est délivré à l'animal lorsqu'il pose. pour la première fois.

au moins une patte sur l'électrode. Le comportement du rat est alors enregistré

pendant les 8 mn suivant le choc. Le rat est éliminé de l'expérimentation s'il n'a pas

touché l'électrode au bout de 5 mn . La sciure est renouvelée pour chaque animal.

F. Paramètres observés

%TPS A DROITE

TPS CONTACT

%TPS CONTACT

TPS ENFOUISST

%TPS ENFOUISST

TPS TOILETTAGE

NB APPROCHES

NB FUITES

FUITES/APPR %

Grâce aux enregistrements vidéos. le comportement des rats est ensuite

dépouillé avec précision. en utilisant les paramètres suivants

TPS A DROITE Temps passé dans la moitié droite de la cage. dépourvue

d'électrode, en s. ;

Pourcentage de temps passé dans la moitié droite de la cage.

dépourvue d'électrode. par rapport à la durée totale du test

Durée totale des contacts avec l'électrode, en s. ;

Pourcentage de temps passé en contact avec l'électrode, par

rapport à la durée totale du test

Durée totale d'enfouissement de l'électrode, en s. ;

Pourcentage de temps passé à enfouir l'électrode. par rapport à

la durée totale du test ;

Durée totale des toilettages, en s. ;

Nombre d'approches effectuées vers l'électrode ;

Nombre de fuites effectuées vis-à-vis de l'électrode

Pourcentage de fuites effectuées par rapport au nombre total

d'approches



REDRESSEMENTS Nombre de redressements sur les pattes postérieures. les pattes

postérieures étant ou non appuyées sur les parois de la cage ;

NB TRANSITIONS Nombre de transitions effectuées de la moitié de la cage

comportant l'électrode à l'autre moitié ;

L'enfouissement correspond à la projection de sciure dans la direction de

l'électrode par des mouvements rapides des pattes antérieures. le rat faisant face à

l'électrode. Une approche correspond à une avancée du rat vers "l' électrode avec ou

sans contact. Une fuite correspond à une vive réaction de retrait par rapport à

l'électrode et une fuite à l 'opposé de l'électrode. une fuite faisant généralement suite

à une approche . La mesure du nombre de transitions que le rat effectue. d'une moitié

de la cage à l'autre . permet d'évaluer l'activité locomotrice.

Les résu ltats concernant le temps passé dans la moitié droite de la cage

(sans électrode). le durée tota le des contacts avec l'électrode et la durée totale de

l'enfouisssement seront exprimés en durées et en pourcentage de temps passé

pendant la durée du test. Les toilettages seront exprimés en durée moyenne

également car sur une période de 8 mn, la durée semble p lus pertinente que la

fréquence. Par contre. les redressements, transitions, fuites et approches seront

exprimés en fréquence.
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G. A na lyse statistiQue

Etant donné qu'il s 'agit de lots non appariés. les comparaisons statistiques

sont effectuées à l'aide du test de Kruskal-Wallis pour l'ensemb le des lots puis.

lorsqu'une hétérogénéité significative au risque 5% apparaît, du test de Mann­

Whitney pour les comparaisons 2 à 2. le seuil de significativité étant fixé à 5%.

Nous uti lisons des tests non paramétriques parce que le caractè re gaussien

des distributions n'est pas démontré.





L'un des inconvénients techniques majeurs dans l'évaluation des effets

comportementaux des BZD et des SLC appliqués au GABA et au nipécotate dans

différents modèles animaux est leur insolubilité dans l'eau. En effet, comme nous

l'avons vu auparavant. pour pouvoir diffuser à travers la BHE, une substance

neuroactive doit être liposoluble. Cette propriété constitue donc un avantage en ce

qui concerne l'efficacité de la substance, mais en ce qui concerne la préparation

d'une solution à injecter dans l'organisme. c 'est un désavantage important. L'emploi

de solvants liposolubles est donc obligatoire pour les administrations par voie i.p, et

surtout Lv.. De tels solvants sont souvent des alcools pouvant avoir des effets non

négligeables sur le comportement.

En effet, dans la première série d'expériences réalisées avec le DZP (chapitre

suivant), nous avons remarqué que les solvants employés (éthanol à 10% et DM!)

modifiaient. de façon plus ou moins marquée. les données obtenues dans différents

modèles animaux, comme le test de suppression néophobique de la prise de boisson, le

test de l'escalier ou le test des convulsions induites par le PTZ. Dans le test de

suppression néophobique de la prise de boisson par exemple. l'utilisation du DMI à

25% comme véhicule d'injection, n'altérait pas significativement la qualité des

résultats. Par contre, dans le test de l'escalier. les effets du DMI étaient très

importants. Dans ce test, qui fait beaucoup plus appel aux capacités motrices du rat,

on ob servait une diminution de l'activité générale de l'animal et une perte de

l'équilibre qui modifiaient très nettement les résultats. Ces expériences nous ont

montré qu 'il était toujours souhaitable de tester les effets du véhicule employé. et

ceci dans chaque procédure expérimentale, afin de vérifier qu'il n'interférait pas

avec les comportements pris en compte. C'est pourquoi, dans les expériences qui ont

suivi, nous avons jugé préférable de constituer à chaque fois. un lot d'animaux

témoins, traités avec du NaCI 90/00 en plus du lot contrôle. traité avec le véhicule

utili sé .

Les SLC que nous avons à étudier. doivent être administrés par voie Lv.. Leurs

caractéristiques chimiques nous obligent à utiliser un solvant liposoluble. L'éthanol

et le DMI, premiers solvants proposés, ont provoqué des atteintes motrices non

négligeables. comme nous le verrons dans le chapitre suivant. et ont été remplacés

par un mélange de Transcutol et de TweenSO. Le transcutol est un alcool qui permet

de mettre la substance à injecter en solution et le TweenSO est un co-solvant ionique

émulsifiant permettant le maintien de la solution en suspension. Dans ce chapitre,

nous décrirons les effets de ce mélange dans différents modèles animaux destinés à

tester les SLC.
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TRAITEMENT N PARAMETRE STADE LATENCE (mn) DUREE (mn)

NaCI 18 MOYENNE 2,3 9,7 6,2

ES 0 4 31 16

Tr30+Tw10 12 MOYENNE 1,8 11,2 5,8

ES 0,5 4,0 16

Tableau 25: Expérience n01A: Effet du mélange Transcutol 30%, Tween 80 10% (Lv.
60 mn avant le PTZ) sur la latence d'apparition, l'intensité et la durée de
la crise comportementale induite par le PTZ chez le rat Wistar.

TRAITEMENT PARAMETRE STADE lATENCE (mo) DUREE (mn)

NaCI 1 MOYENNE 4,7 1,1 Il,1

ES 02 0,1 25

NaCl 2 MOYENNE 5,0 1,1 9,2

ES 0.0 01 2 4

Tr20+Tw20 MOYENNE 3,7 4,7 75,6 a

ES OS 23 133

NaCl3 MOYENNE ,. 4 ,4 1,9 45,S a

ES 0.2 - OS 13,9

Tr30+Twl0 MOYENNE 4,7 . - 1,4 59,2 a

ES 0,2 0,2 16,7

Tableau 26: Expérience n02A: Effet de différents véhicules (Lv. 60 mn avant le PTZ)
sur l'intensité ,la latence d'apparition et la durée de la crise
comportementale induite par le PTZ chez le rat Wistar. NaCll: premier
test avec NaCI 9%0; NaCI2: second test avec NaCI 9%0; NaCI3: troisième test
avec NaCI 9%0; Tr20+Tw20: Mélange Transcutol 20%, Tween80 20%;
Tr3ü+Tw10: Mélange Transcutol30%, Tween80 10%; a: p < .01 par rapport
aux lots NaCll et NaCl2 (test de Wilcoxon).



1. TEST DES CONvULSIONS INDUITES PAR LE PIZ

A. Expérience n 01A ; Effet du mélange IranscutQI 30 %. Iween80

10% (Ly. 60 mn ayant le rIZ) sur les crises cQmpQrtementales

induites par le rIZ (JQts nQn appariés)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 30 rats mâles Wistar de 180-230 g (lFFA-CREDO).

Dans cette expérience, les animaux traités avec le mélange Transcutol 30%,

Tween80 10% sont des individus différents de ceux qui reçoivent une injection de

NaCI 90/00.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant l'administration i.p , de rIZ

à la dose de 40 mg/kg. en solution dans du NaCI 90/00 :

* Lot témoin : NaCI 90/00 (N = 18) ;

* Lot contrôle : Mélange Iranscutol 30%. Tween80 10% (N = 12).

2. Ré sultats

Le tableau 25 présente les résultats obtenus pour les lots témoin et

contrôle. L'analyse de ces résultats par le test de Mann-Whitney n'a montré aucune

différence significative entre les deux lots :
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Intensité de la crise

Latence d'apparition de la crise

- Durée de la crise :

z =-0.07 ; N.S.

z =-0.04 ; N.S.

z =-0.09 ; N.S.

Le mélange Transcutol 30% , Tween80 10% semble donc sans effet sur le

déroulement de la crise comportementale induite par le PIZ, lorsqu'il est administré

60 mn avant le PIZ. L'intensité des crises, dont le maximum est le stade 5, est

cependant assez faible pour les deux lots (NaCI 90/00 : 2.3 ± 0.4 ; Iranscutol 30%, Iween

80 10% : 1.8 ± 0.5). Etant donné qu'on souhaite mettre en évidence les effets

anticonvulsivants du GABA et des BZD, il est préférable d'induire des crises maximales

dans les lots témoins et contrôles. La dose de rTZ employée dans cette expérience (40

mg/kg) apparaît donc comme trop faible et a été amenée à 45 mg/kg dans

l'expérience suivante.



B. Expérience n02A Effet du mélanee Ira n scuto I/Iwee nSO en

104

proportions variables (Lv. 60 mn avant le rIZ) sur les cri ses

comportementales induites par le rIZ (lots appariés)

1.

Animaux

CREDO).

Matériel et méthodes

7 rats sélectionnés parmi 23 rats mâles Wistar de 200-250 g (lFFA-

On observe généralement une grande variabilité interindividuelle en ce

qui concerne la sensibilité au PTZ. Pour éliminer cette variabilité, il est préférable

d'employer les mêmes individus pour comparer les effets de différents traitements

sur les convulsions . A condition d'être suffisamment espacées dans le temps (48 h),

les crises peuvent être provoquées plusieurs fois chez le même animal sans

interférence entre les effets des différentes injections. Par conséquent dans cette

expérience, contrairement à l'expérience précédente, les mêmes individus ont été

utilisés pour mesurer les effets des différents véhicules sur les . crises

comportementales. Dans un premier temps, 23 animaux ont été testés pour leur

sensibilité au PTZ. Au cours des deux premiers tests, les rats recevaient une injection

de NaCI 90/00 suivie 1 h plus tard d'une injection de PTZ à 45 mg/kg, Les animaux

réalisant une crise comportementale atteignant le stade 4 ou 5 lors de ces deux tests

étaient conservés pour l'expérience. Parmi les 23 animaux de départ, 7 rats ont ainsi

été sélectionnés.

Trai tements : Ils sont réalisés par voie Lv.. 60 mn avant l'administration i.p. de PTZ

à la dose de 45 mg/kg, en solution dans du NaCI 9%0 :

* 3 tests témoins : NaCI 90/00 (N =7) ;

* Tests avec solvants Mélange Transcutol 20%, Tween80 20% (N = 7) ;

Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 7).

2 . Résultats

L'augmentation de la dose de PTZ administrée aboutit, comme nous le

souhaitions, à une augmentation de l'intensité moyenne des crises par rapport à

l'expérience n° 1A (Tableaux 25-26) . Les moyennes sont à présent très proches du

stade maximum, condition favorable pour la mise en évidence d'effets

an ticon vul si v an ts.

Nous avons testé deux concentrations différentes de solvants en i.v., 1 h

avant l'injection de PTZ : le mélange Transcutol 20%, Tween80 10% et le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10% (Tableau 26).
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Figure 48: Expérience n02A: Effet de différents véhicules (i,v. 60 mn avant le PTZ)
sur l'intensité (haut), la latence d'apparition (milieu) et la durée (bas)
de la crise comportementale induite par le PTZ chez le rat Wistar. NaCll:
premier test avec NaCI 9%0; NaCI2: second test avec NaCI 9%0; NaC13:
troisième test avec NaCI 9%0; Tr20+Tw20: Mélange Transcutol 20%,
Tween80 20%; Tr30+Tw10: Mélange Transcutol 30%, Tween80 10%; a: p <
.01 par rapport aux lots NaCn et NaCl2 (test de Wilcoxon).



Le test de Friedman montre les résultats suivants (DDL = 4, N = 7)

- Intensité de la crise : Chi2 =9.47 ; NS

Latence d'apparition de la crise Chi2 =4.98 ; NS

- Durée de la crise : Chi2 =21.37 ; p =.0003

Nous n'avons obtenu aucune différence statistiquement significative entre

les différents lots en ce qui concerne la latence d'apparition et l'intensité de la crise

comportementale (Figure 48) . Par contre, en ce qui concerne la durée des crises. on

observe une hétérogénéité entre les différents tests. Toutefois, ce ·paramètre n'est pas

stable au cours des différentes expériences avec le NaCI 9%0, on ne peut donc pas en

tenir compte pour analyser les effets du mélange Transcutol, Tween80 (Figure 48) . Le

mélange Transcutol 20%, Tween80 20% tend cependant à augmenter la latence

d'apparition des crises et à réduire leur sévérité. mais ces modifications ne sont pas

significatives du point de vue statistique.

c. Discussion

Les résultats de l'expérience n02A confirment les conclusions de

l'expérience nOlA. c'est-à-dire que le mélange Transcutol/Tween 80 n'interfère pas

d'une manière significative avec le déroulement des convulsions provoquées par le

PTZ. L'ensemble de ces résultats nous a conduit à accorder une préférence au

mélange Transcutol 30%. Tween80 10% qui permet d'obtenir des valeurs d'intensité.

de latence d'apparition et de durée des crises comportementales. plus proches de

celles obtenues avec le NaCl9 o/oo que le mélange Transcutol 20%, Tween80 20%. C'est

pourquoi, ce mélange sera employé dans les expériences concernant les SLC. Par

ailleurs, la dose de 45 mg/kg est préférable à la dose de 40 mg/kg, puisqu'elle conduit

à des convulsions submaximales. idéales pour l'évaluation des effets

anticonvulsivants du GABA, du SK&F-89976-A et des BZD.

II. TEST DU LABYRINTHE EN CROIX.SURELEVE
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A. Expérience n03A Effet du mélan2e Transcutol 30 %. TweenSO

10% (j,p. 35 mn ayant le test)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 24 rats mâles Wistar de 300-350 g (élevage du laboratoire).

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p., 30 mn avant le passage dans l'enceinte

inconnue et 35 mn avant le passage dans le labyrinthe :

* Lot témoin : NaCI 90/00 (N =12) ;

* Lot solvants: Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12).



TRAITEMENT

PARAMETRE NaCI 9%0 Transcutol 3096, Tween80 1096

(moyenne :t E.S. ) (moyenne :t E.S. )

TPS CENTRE 44.1 ± 7.5 21.9 ± 8.2 *

TPS FER 242.4 ± 9.3 271.4 ± 11.3 *

TPS orrv 13.5 ± 4.4 6.7 ± 4.8

96 TPS CENTRE 14.7 ± 2.5 7.3 ± 2.7 *

96 TPS FER 80.8 ~ 3.1 90.5 ± 3.8 *

96 TPS OUV 4.5 ± 1.5 2.2 ± 1.6

NB ENT FER 7.5 ± 0.4 4.7 ± 1.2 *

NB ENT OUV 1.1 ± 0.4 0.6 ± 0.4

NB TOT ENT 8.6 ± 0.5 5.3 ± 1.4 *

96 NB ENT FER 88.2 ± 3.5 94.8 ± 3 .0

96 NB ENT OUV 11.8 ± 3.5 5.2 ± 3 .0

RED FER 18.5 ± 1.4 11.7 ± 2.0 *

RED OUV 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.1

TOT RED 18.7 ± 1.4 11.8 ± 2.1 *

TOT TOlL 1.3 ± 0.3 1.6 ± 0.6

TOT DEF 0.9 ± 0.4 1.3 ± 0.5

lAT SORTIE 28.3 ± 7.9 160 .7 ± 36.9 *

lAT ENT OUVI 225 .3 ± 31.8 250.3 ± 33.1

TPS OUVI 7.1± 2.1 1.5 ± 1.0 *

lAT EXTR OUVI 79.2 ± 12.8 276.1 ± 23.9
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REDRESSEMENTS

Expérience n03A: Effets du mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (I.p.
35 mn avant le test) sur le nombre d'entrées effectuées dans les bras
(haut), sur la latence de sortie du premier bras visité (lAT SORTIE), le
temps passé dans le premier bras ouvert visité (TPS OUV1) et la latence
d'arrivée à l'extrémité du premier bras ouvert visité (lAT EXTR
OUV1)(milieu) et sur le nombre de redressements effectués (bas) chez le
rat Wistar. Test de Mann -Whitney: *: p < .05 par rapport au NaCI 9%..
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Figure 50:

bras ouverts. bras fermés

POURCENTAGE DE TEMPS PASSE
centre

Expérience n03A: Effets du mélange Transcutol 30%, Tween80 10% sur le
pourcentage de temps passé dans les différentes parties du labyrinthe
en croix surélevé. *: p < .05 par rapport au NaCI 9%..

Expérience n03A: Effets du mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (i.p.
35 mn avant le test) dans le labyrinthe en croix surélevé chez le rat
Wistar. Test de Mann-Whitney: *: p < .0 5 par rapport au NaCI 9'X- N = 12
par lot.
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Tableau 27:



2. Résultats - Discussion

Une étude préliminaire (résultats non présentés) a montré que

l'administration des mélanges Transcutol 10%, Tween80 10% ou Transcutol 20%,

Tween80 20% ne modifiait pas le comportement des rats dans le labyrinthe en croix

surélevé par rapport à un lot témoin ayant reçu une injection de NaCl 90/00. Nous avons

ensuite évalué les effets du mélange Transcutol 30%, Tween80 10% dans ce test

(Expérienceno3A, Tableau 27).

D'après l'analyse par le test de Mann-Whitney, les rats traités avec le

mélange de solvants montrent une préférence accrue pour les bras fermés par

rapport au lot témoin. En effet, ils passent d'une part statistiquement plus de temps

dans les bras fermés, et d'autre part moins de temps au centre du dispositif et dans le

premier bras ouvert visité que les rats témoins (Figures 49-50). Cette modification de

la répartition spatio-temporelle est significative à la fois en temps passé et en

pourcentage de temps passé dans les bras fermés et le centre , mais ne peut toutefois

pas être assimilée à une augmentation du niveau d'anxiété des animaux. En effet, le

nombre total d'entrées dans les bras est également diminué par le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10% (Figure 50). Par conséquent, il s'agit d'une réduction

globale de l'activité locomotrice. On observe également une diminution du nombre de

redressements (Figure 50), cette diminution étant particulièrement significative

dans les bras fermés où les animaux séjournent pendant la majeure partie du temps.

On note également une très forte augmentation de la latence de sortie du bras dans

lequel le rat est déposé au début du test (Figure 50). Le mélange de solvants provoque

donc une diminution générale de l'activité locomotrice dans le labyrinthe en croix

surélevé.

III. TEST DE L'ESCALIER
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A. Expérience n04A Effet du mélam:e Transcutol 30 %. TweenSO

10% (Ly" 30 mn ayant le - test)

1. Matériel et méthodes

Animaux 16 rats femelles Wistar de 200-250 g (élevage du laboratoire) .

Traitements Ils sont réalisés par voie Lv. (0.5 ml/kg), 30 mn avant le passage dans

l'escalier :

* Lot témoin

* Lots solvants

NaCl 90/00 (N = 8) ;

Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 8).
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TRAITEMENT NaCIO.996 Transcutol 3096,
Tween80 1096

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES

ASCI 5,5 0,3 6,0 0,8

ASC2 8,8 0,9 6,1 1,0

ASC3 7,1 0,9 6,9 1,3

1Uf~ 214 13 190 26

oesci 3,6 · 0,6 2,6 0,6

I:m:2 7,5 0,7 6,4 1,4

I:m:3 7,9 0,9 7,0 1,4

lUIIl:OC !2.Q..______ .-L;L .l2JL _.bL
MARCHffi TOr i1Q..L.___ . 2 5 .35&--.._ _ __.2L.
R+Rpl 7,1 0,7 8,4 0,6

R+Rp2 11,5 1,2 10,3 1,4

R+Rp3 14,8 0,8 12,0 0,9

:ranm 334 --1!L.1Q&___._ .. _ 1& _

DEFI 0,0 0,0 0,0 0,0

DEF2 0 ,0 0,0 0 ,0 0,0

DEF3 0,0 0,0 0,0 0,0

IQ!DlT .._- Q....Q.._ .__._ _.- .. 0,0...._ .Q.9_ ..........._._....._ .........9.&.._.
TOlU 0,1 0,1 0,1 0,1

TOlU 0,3 0,2 0,1 0,1

TOlL3 0,1 0,1 0,1 0,1

}OITOlL__...._ ...._ __. Q.~............_._..........._._. ._J?J....... .Q•.1...._..._.__.........................lkL_.
!AT Ml 10 ,1 1,9 19,3 * 2,4

!AT MS 561 8,3 623 79

MARCHE 1 MARCHE 5

Tableau 28: Expérience n04A: Effets du mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (Lv.
30 mn avant le test), dans le test de l'escalier, chez le rat Wistar. *: p < .05
par rapport au NaCI 9%0. N : 8 par lot.

Figure 5 1: Expérience n04A: Effets du mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (i,v.
30 mn avant le test), sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur la latence de montée de la
première et de la dernière marche (bas), chez le rat Wistar. *: p < .05 par
rapport au NaCI 9%0.



2. Résultats

Le tableau 28 présente les résultats de l'expérience n04A. L 'analyse par le

test de Mann-Whitney montre une différence statistiquement significative entre le

NaCI 90/00 et le mélange Transcutol 30%, Tween80 10%. uniquement pour la latence de

montée de la première marche (Tableau 28). Le lot traité avec le mélange Transcutol

30%. Tween80 10% met plus de temps à monter la première marche de l'escalier que

le lot ayant reçu une injection de NaCI 90/00 (Figure 51). Aucune modification n'est

observée en ce qui concerne les redressements et la montée des marches (Figure 51).

Par conséquent. l'emploi de ce mélange de solvants ne semble pas modifier

significativement les paramètres comportementaux pris en compte dans le test de

l'escalier. L'activité générale et en particulier l'activité locomotrice des rats traités

avec le mélange de solvants semble toutefois légèrement plus faible que celle des rats

du lot témoin.
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B. Expérjence nOSA Effet du mélanl:e Tran scu to I/Twee n 80 en

différentes proportions (Ly, 60 mn ayant Je test)

1. Matériel et méthodes

- Animaux: 48 rats mâles Wistar de 150-180 g (IFFA-CREDO).

- Traitements : Ils sont réalisés par voie Lv. (0.5 ml/kg), 60 mn avant le passage dans

l'escalier :

* Lot témoin NaCI 90/00 (N =12) ;

* Lots solvants Mélange Transcutol 10%, Tween80

Mélange Transcutol 20%, Tween80

Mélange Transcutol 30%, Tween80

10% (N = 12) ;

20% (N = 12).

10% (N = 12).

2. Résultats

Le mélange de solvants a donc été évalué avec une durée plus longue entre

l'injection et le test dans cette expérience, le test étant réalisé 60 mn après l'injection

au lieu de 30 mn dans l'expérience n04A. Dans ces conditions, nous avons comparé les

effets du mélange Transcutol 1 Tween80 en proportions variables à un lot témoin

ayant reçu du NaCI 90/00 (Tableau 29).

Aucune différence statistiquement significative n'a été mise en évidence

entre les quatre lots. avec le test de Kruskal-Wallis (DOL = 3. N = 48)



Expérience nOSA: Effets du mélange Transcutol / Tween80, en
proportions variables (Lv. 60 mn avant le test), sur le nombre total de
marches montées et de redressements effectués, chez le rat Wlstar.

Figure 52:

35.., 1 0 marches montées

t • redressements

~-l l!
2S ' ~ I

ut
~
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~

Z
15 15
>-
~ 1O~ 1 1 1 · ' :_ 1 .

U U ·· u····. . .. . .: ... :::::::::::::::::
NaCIO.9% TrlO%, Tw10% Tr20%, Tw20% Tr30%, TwlO%

TRAITEMENT NaCI 0.9 96 Tr1096, Tw 1096 Tr2096, Tw2096 Tr3096, Twl096

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASCl 3,8 0,6 2,6 0,6 4,4 0,7 3,1 0,6

ASC2 5,8 0,5 4.3 0,5 4,9 0,8 4 ,3 0,9

ASC3 4,9 0,8 4,8 0,6 5,4 0,8 4,3 0,6

lOfAS: 142._ . 1.2 116 09 148 17 118 ..1d..
0&1 2,1 0,6 0.8 0,2 2,3 0,7 1,3 0,4

D&2 5,4 0,8 2,9 0,7 4 ,7 0,9 4 ,3 1,1

D&3 5,3 0,4 5,7 0,9 5 ,6 0,6 4,5 0,7

~--- .!.f.8 11 . 92.-__.,..12... 12.L-_ -lA.. lQ.! _- _. _1&_
MARCHI5TOT 27,2.___ ...Q.~Q•.2-__....~-~r,2.____ . 34 21 8 ._ ..._ .._ ...b.§...
R+Rpl 9,8 0,9 8,3 0,9 9.5 0,9 9 ,1 0,6

R+Rp2 10,0 0,5 . 9,5 0,6 9.2 1,0 9,2 1,1

R+Rp3 11,9 0,8 9.3 0,8 9,3 1,2 9,7 0,9

T01RR J!L__0..i ?:L_1_ _ _._. _1,L .E .2_____.~1_ ll..2.-_ ._._ _1&-
DFFI 0,6 0,2 0.4 0,2 0.2 0,1 0,4 0,3

DFF2 0 ,1 0,1 0,5 0,3 0, 5 0,3 0,1 0,1

DFF3 0.4 0,3 1,0 0,4 0,6 0,3 0,8 0,4

~._---_. !..L _ _ .~. 1.2...-_ ._. .J~&_ .!.•.L ._...._.~ l..;!._...__....__.... ...Q&..
TOlU 0.0 0,0 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0

TOll.2 0.5 0,2 0,6 0,2 0.8 0,3 0,7 0,2

TOlL3 0,4 0,2 0 ,4 0,2 0 ,6 0,3 0,3 0,1

JQ.!]Q!!,.._--- Q.~..__...-._.9..;i_ 1 3 . _9.,1.. .!.•.1............_._.......9..1...1.9..-........_........... ...Q'}...•_.r._•.._..•.._•••.•••__.

IATMI 24,8 5,6 33,8 6,2 22,8 3,8 39,8 9,3

IATMS 741 104 1029 109 7 1 9 127 995 149

Tableau 29: Expérience nO SA: Effets du mélange Transcutol / Tween80, en
proportions variables (Lv. 60 mn avant le test) , dans le test de l'escalier,
chez le rat Wistar. N ~ 12 par lot .



- ASC1: H = 4.29 ; N.S.

- ASC2: H = 3.40 ; N.S.

- ASC3: H = 0.91 ; N.S.

- TOTASC: H = 4.74; N.S.

- DESC1 : H = 3.37 ; N.S.

- DESC2 : H = 4.29 ; N.S.

- DESC3: H = 2.07 ; N.S.

- TQ1DESC: H =3.04 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =4.48 ; N.S.

R+Rp1 H = 1.85 ; N.S.

R+Rp2 H =1.72 ; N.S.

R+Rp3 H =5.42 ; N.S.

- TOTRR: H = 5.46 ; N.S.

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOlU:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOITOIL :

- LAT Ml :

LAT MS:

H = 2.56 ; N.S.

H = 2.84 ; N.S.

H = 1.91 ; N.S.

H = 1.48 ; N.S.

H = 6.41 ; N.S.

H = 0.13 ; N.S.

H =0.09 ; N.S.

H = 1.58 ; N.S.

H =5.03 ; N.S.

H = 4.74 ; N.S.
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Le nombre total de marches montées et de redressements effectués n'est

pas modifié d 'une manière significative (Figure 52). Il apparaît que. comme on l'avait

observé après 30 mn . le mélange Transcutol / Tween80 soit dépourvu d'effets sur les

paramètres considérés dans le test de l'escalier. même à des dosages différents. Les

résultats sont toutefois plus proches des témoins lorsque les injections sont réalisées

60 mn avant le test que lorsqu'elles sont réaliées 30 mn avant.

1V. DISCUSSION

La première conclusion qu'amène l'ensemble de ces résultats. est

l'importance du choix du solvant d'injection. Celui-ci va déterminer la qualité des

résultats expérimentaux. Si l'on ne vérifie pas au préalable qu'il est dépourvu d'effet

propre sur les paramètres pris en compte. il est susceptible de masquer d'éventuels

effets des produits testés dans les tests comportementaux.

L'observation de l 'activité générale des animaux au cours de ces

expériences. ainsi que les contraintes chimiques pour la dissolution des SLC à tester.

nous ont incité à préférer le mélange Transcutol 30%. Tween 80 10% et le traitement

des animaux 1 h avant le test pour les expériences à suivre. afin d'éviter le plus

d'interférences possible entre la substance testée et le solvant d'injection.







1. IEST DE SUPPRESSIQN NEQPHQBIQUE DE LA PRISE DE

BQISSQ~

A. Expérience n018 ; Effet du DZP (1·3 m~/k~. Lp. 30 mn ayant 1e

test) en solution dans l'éthanol à 10% chez le rat Wistar

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 31 rats mâles Wistar de 350-450 g (élevage du laboratoire).

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p .. 30 mn avant le test

* Lot contrôle Solution d'éthanol à 10% (N = 8)

* Lots traités avec le DZP 1 mg/kg (N = 8) ;

2 mg/kg (N = 7) ;

3 mg/kg (N = 8), en solution dans J'éthanol à 10%.

2. Résul tats

Le tableau 30 présente les taux de boisson en ml en fonction du traitement.

Aucune hétérogénéité n'a été mise en évidence par l'analyse des données par le test

de Kruskal-Wallis (DDL = 3. N = 31) :
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15 mn

30 mn

45 mn

60 mn

H =2.10 ; N.S.

H =2.92 ; N.S.

H =2.27 ; N.S.

H =3.21 ; N.S.

On remarque néanmoins que lorsqu'on augmente la concentration en DZP.

on observe une diminution progressive du taux de boisson (Tableau 30. Figure 53) .

Cette diminution dose-dépendante du taux de boisson pourrait être due à un effet

sédatif du traitement. favorisé par la présence d'éthanol dans la solution injectée.

A la dose de 1 mg de DZP par kg. on constate une très légère augmentation

du taux de boisson après 60 mn d'observation (2 .3% par rapport au lot contrôle).

Toutefois, ces différences n 'ont pas pu être démontrées statistiquement,

probablement en raison de la grande variabilité interindividuelle. Il pourrait être

intéressant de reproduire cette expérience avec des doses inférieures à 1 mg/kg. En

effet. très souvent, il suffit d'une faible dose de BZD pour obtenir un effet

anxiolytique notable.



TRAITEMENT

TEMPS CONTROLE DZP DZP DZP

(min. ) 1 ml!/kl! Z ml!/kl! 3 ml!/kl!

N 8 8 8 8

15 1.9 ± 0.8 2.1 ± 1.3 4.3 ± 1.6 0.3 ± 0.3

30 2.1 ± 0.9 2.6 ± 1.6 4.9 ± 1.8 0.9 ± 0.9

45 3.3 ± 1.8 3.3 ± 1.7 6.6 ± 1.7 2.3 ± 1.5

60 3.4 ± 1.8 3.3 ± 1.7 7.2 ± 1.8 2.3 ± 1.5

Tableau 31: Expérience n02B: Effet du DZP (0-3 mg/kg, i.p. 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI sur le taux de boisson (ml) en fonction du temps
dans le test du biberon, chez le rat Wistar.

10 D CONTROLE

D DZP 1 mg/kg

8 l?J DZP 2 mg/kg

~ DZP 3 mg/kg
Ul
~ 6+
~

~
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~

>- 40
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2

15' 30' 45' 60'

Figure 54: Expérience n02B: Effet du DZP (0-3 mg/kg, i.p. 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI sur le taux de boisson (ml) en fonction du temps
dans le test du biberon, chez le rat Wistar.



B. Expérience n02B ; Effet du pze 0·3 mg/kg. j,p. 30 mn ayant 1e

test) en solution dans le PMI à 25% chez le rat Wjstar

1. Matériel et méthQdes

- Animaux : 32 rats mâles Wistar de 200-250 g (IFFA-CREDO).

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p .• 30 mn avant le test

* LQt contrôle Solution de DMI à 25% (N = 8) ;

* Lots traités avec le DZP 1 mg/kg (N = 8) ;

2 mg/kg (N = 8) ;

3 mg/kg (N = 8), en solution dans le DMI à 25%.

2. Résul tats

Les taux de boisson relevés sont présentés dans le tableau 31, en fonction

du traitement. Aucune h étérog énéité n'a pu être mise en évidence par l'analyse des

données par le test de Kruskal-Wallis (DDL = 3, N = 32) :
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15 mn

30 mn

45 mn

60 mn

H =5.28; N.S.

H =5.41 ; N.S.

H =4.16; N.S.

H =5.06 ; N.S.

Lorsqu'on dissout le DZP dans une solution de OMI à 25%, les résultats sont

nettement différents de ceux obtenus dans l'expérience nOlB. La moyenne du taux de

boisson est doubl ée à la dose de 2 mg de DZP par kg, par rapport au IQt contrôle, quelle

que soit la durée de l'exp érimentation (Figure 54). Le IQt traité avec 1 mg de OZP par

kg montre des résultats semblables au lot contr ôle. Par contre, avec 3 mg de oze. on

observe une diminution par rapport au IQt contr ôle (de 32 à 88% selon la durée

d'observation) et également par rapport - aux deux autres lots traités . Ces différences

n'atteignent toutefois pas le niveau de significativité statistique en raison d'une forte

vari abi li té interindividuelle.

Il semble donc qu'avec 1 mg de OZP par kg . le comportement du rat dans ce

te st ne soit pas significativement modifi é et que cette dose soit insuffisante pour

obtenir un effet anxiolytique. Avec 3 mg de DZP par kg . la diminution observée

pourrait être dûe à l'apparition d'un effet sédatif de la BZD. Enfin. avec 2 mg de DZP

par kg, il semble qu'avec des effectifs plus importants, un effet anxiolytique devrait

être observable.



TRAITEMENT

TEMPS CONTROLE DZP DZP DZP

(min. ) 1 ma/ka 2 mR/kR 3 mR/kR

N 6 6 6 6

15 3.1 ± 0.5 4.1 ± 0.6 8.7 ± 4.0 4.1 ± 1.6

30 3.9 ± 0.8 5.4 ± 1.0 11.6 ± 3.3 9.8 ± 1.0 **

45 3.9 ± 0.8 6.1 ± 1.5 12.1 ± 3.0 * 10.6 ± 0.8 **

60 5.8 ± 1.4 6.8 ± 1.5 12.4 ± 2.9 11.6 ± 1.2 *

Tableau 32: Expérience n03B: Effet du DZP (0-3 mg/kg, i.p. 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI sur le taux de boisson (ml) en fonction du temps
dans le test du biberon, chez le rat Long Evans. *: p < .05, **: p < .01 par
rapport au lot contrôle (Test de Mann-Whitney).

20 0 CONfROLE

Cl DZP 1 mg/kg

rzJ DZP 2 mg/kg
*
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Figure 55: Expérience n03B: Effet du DZP (0-3 mg/kg, i.p. 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI sur le taux de boisson (ml) en fonction du temps
dans le test du biberon, chez le rat Long Evans. *: p < .05, **: p < .01 par
rapport au lot contrôle (Test de Mann-Whitney).



En comparant ces résultats avec ceux de l'expérience n° 1B. on remarque

que les deux lots contrôles montrent des résultats très différents (Tableaux 30-31). Les

rats contrôles ayant reçu une injection de DMI à 25% boivent deux à trois fois moins

que ceux qui ont reçu l'éthanol à 10%. On pourrait donc envisager un léger effet

anxiolytique de l'éthanol qui serait à l'origine de l'absence de différence entre le lot

contrôle et les lots traités avec le DZP dans l'expérience n?lB.

C. Expérience n038 ; Effet du DZP 0-3 m2/k2. Lp, · 30 mn ayant 1e

test) en solution dans le DMI à 25% chez le rat Lon2-Eyans

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 24 rats mâles Long-Evans de 230-330 g (JANVIER).

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p., 30 mn avant le test

* Lot contrôle Solution de DMI à 25% (N = 6) ;

* Lots traités avec le DZP 1 mg/kg (N = 6)

2 mg/kg (N = 6)

3 mg/kg (N = 6), en solution dans le DMI à 25%.

2. Résultats

Les taux de boisson (Tableau 32) ont été analysés par le test de Kruskal­

Wallis et montrent une hétérogénéité lorsque les relevés sont réalisés au bout de 30,

45 et 60 mn (DDL =3. N =24) :
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15 mn

30 mn

45 mn

60 mn

H = 1.13 ; N.S.

H =9.97 ; P =.02

H = 11.72 ; P = .01

H =8.49 ; p =.04

A partir de 30 mn d'expérimentation, on obtient des différences

statistiquement significatives aux deux doses supérieures (Figure 55). En effet, on

n'observe pas de différence statistiquement significative entre le lot contrôle et le lot

traité avec 1 mg de DZP par kg. cette dose apparaissant trop faible pour être efficace.

Par contre, avec 2 mg de DZP par kg , le taux moyen de boisson est multiplié par deux

ou par trois par rapport au lot contrôle. selon l'intervalle de temps considéré. Avec 3

mg de DZP par kg, on observe une augmentation de 30 à 170% par rapport au lot

contrôle, selon l'intervalle de temps considéré, et donc une légère diminution par

rapport au lot traité avec 2 mg de DZP par kg qui pourrait être liée à l'apparition d'un

effet sédatif avec la dose la plus élevée. La diminution observée entre 2 et 3 mg n'est



cependant pas statistiquement significative .

anxiolytique a été observé avec 2 et 3 mg

l'augmentation du taux d'une boisson nouvelle

D. Discussion

Par conséquent, un effet de type

de DZP par kg. si l'on admet que

reflète un effet anxiolytique .
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Ce test place l'animal naïf et non traité face à un conflit entre son

attirance pour une boisson sucrée et la néophobie d éclench ée par cette boisson

inconnue. Par conséquent. le rat normal présente un taux de boisson très faible (de 2

à 6 ml/h pour les lots contrôles ayant reçu une injection de DMI à 25 %). Par contre,

chez le rat traité avec une BZD. on observe un déplacement du conflit dans le sens de

la préférence envers ce qui est bon, et d'une diminution simultanée de l'effet

néophobique . Ce test semble donc constituer un test préliminaire efficace pour

discriminer une activité de type BZD.

Le test de suppression néophobique de la prise de boisson nous a permis de

mettre en évidence un effet anxiolytique du DZP à partir de 2 mg/kg chez le rat

Long-Evans lorsque le solvant utilisé était le DM!. Mais l'emploi du DMI n'a pas abouti

à la mise en évidence d'un effet de type anxiolytique significatif chez le rat Wistar,

qui semble constituer une souche plus sensible aux effets secondaires des véhicules

d'injection que la souche Long-Evans. De même. l'utilisation d'éthanol à 10% pour

solubiliser le DZP n'a pas permis de montrer un effet significatif du DZP chez le rat

Wistar. La souche Long-Evans. qui est plus active que le rat Wistar, apparaît ainsi

comme une souche plus appropriée pour le test de suppression néophobique de la

prise de boisson.

II. TEST DES CONYULSIONS INDUITES PAR LE PTZ

A. Expérience n048 ; Effet du DZr 0·2 m\:!k2. Lp. 30 mn ayant 1e

rIZ) en solution dans le DMI à 25% chez le rat Wistar

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 6 rats mâles Wistar de 400-500 g (lFFA-CREDO) : Effet du DZP (1-2 mg/kg,

i.p, 30 mn avant le PTZ) en solution dans le DMI à 25%, sur les convulsions

provoquées par le PTZ.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p .• à raison de 2 ml de solution par kg de

poids corporel, 30 mn avant l'administration de PTZ. Ce dernier. administré à la
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TRAITEMENT PARAMETRE STADE LATENCE (mo) DUREE (mo)

CONTROLE '1 MOYENNE 4,5 2,2 29,5

ES 02 07 40

DZP 1 mglkg MOYENNE 2,7 * 3 ,3 2 1,7

ES 03 03 28

CONTROLE 2 MOYENNE 4,5 2,1 3 5 ,2

ES 02 02 10 9

DZP 2 mg/kg MOYENNE 0,5 * a 22, 4 7,2

ES 03 50 4 7

Tableau 33: Expérience n·48: Effets du DZP (1-2 mg/kg, i.p. 30 mn avant le PTZ) en
solution dans le DM!, sur l'intensité, la latence d'apparition et la durée
de la crise comportementale induite par le PTZ (60 mg / kg) , ch ez le rat
Wistar. *: p < .05 par rapport au lot contrôle précédent; a: p < .05 par
rapport à 1 mglkg (test de Wilcoxon).
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Figu re 56: Expérien ce n·48: Effets du DZP (1-2 mg/kg, l.p. 30 mn avant le PTZ) en
solution dans le DMl, sur l'Intensit é (h aut) , la latence d'apparition
(milieu ) et la durée (bas) de la crise comportementale induite par le PTZ
(60 mg/kg ), chez le rat Wistar. *: p < .05 par rapport au lot contrôle
précéd ent (test de Wilcoxon) .



dose de 60 mg/kg de poids corporel, est dissous dans le NaCI 90/00 de manière à

injecter 2 ml de solution par kg de poids corporel :

* Tests de contrôle: Solution de DMI à 25% (N = 6)

* Tests avec le DZP : 1 mg/kg (N = 6) ;

2 mg/kg (N = 6), en solution dans le DMI à 25%.

2. Résultats

Le Tableau 33 présente les résultats obtenus lors des 4 tests successifs., e

test de Friedman a donné les résultats suivants (DOL = 3, N = 6) :
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Intensité de la crise

Latence d'apparition de la crise

Durée de la crise :

Chi 2 =16.16 ; P =.002

Chi 2 =7.66 ; NS

Chi 2 =6.20 ; NS

Il existe une hétérogénéité statistiquement significative des résultats

obtenus, uniquement pour l'intensité des crises. Le test de Mann-Whitney a donc été

appliqué uniquement à ce paramètre et a mis en évidence une diminution

statistiquement significative de l'intensité des crises avec 1 et 2 mg/kg. Celle

diminution est dose -dépendante, puisque le stade moyen observé avec 2 mg/kg est

significativernent différent de celui mesuré avec 1 mg/kg (Tableau 33, Figure 56).

Dans les conditions de l'expérience, le DZP montre donc des effets anticonvulsivants à

partir de 1 mg/kg. De plus, le DZP tend à augmenter d'une manière dose-dépendante,

la latence d'apparition et à réduire la durée des crises comportementales. Ces effets

ne sont toutefois pas statistiquement significatifs, en raison de la grande variabilité

de ces deux paramètres.

Pendant la réalisation de celle expérience, nous avons constaté une légère

perte de l'équilibre chez les animaux traités avec le DZP. Mais, ce déséquilibre

s'atténuait fortement après l'injection de PTZ. Cet "effe t. lié au solvant. ne compromet

en rien les résultats, puisque le rat n -a pas de mouvement particulier à réaliser et

que nous observons uniquement le déroulement de la crise qui est indépendante de la

volonté de l'animal. De plus, les comparaisons statistiques sont effectuées par rapport

à des tests contrôles où les rats reçoivent la même quantité de DMI que dans les tests

avec le DZP. Ainsi, dans ce test. l'emploi du DMI comme véhicule d'injection pour le

DZP ne semble pas affecter la qualité des résultats .

Toutefois, lors des manipulations de mise au point du protocole, nous avons

constaté que les seuls cas de décès observés l'étaient lorsque la première injection

contenait de l'eau distillée et que la deuxième. 30 mn plus tard. contenait une dose de

PTZ équivalent à 60 mg/kg. Par contre, lorsque la première injection était remplacée
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TRAITEMENT PARAMETRE STADE lATENCE (mo) DUREE (mn)

CONTROLE 1 MOYENNE 4,5 2,2 14,0

ES 0.2 02 4 4

DZP 0.5 mglkg MOYENNE 3,5 * 3,8 21,0

ES 04 16 34

CONTROLE 2 MOYENNE 4 ,5 3,9 30,6

ES 0.2 11 79

DZP 1 mg/kg MOYENNE 3,0 * 2, 4 23,3

ES 03 02 21

CONTROLE 3 MOYENNE 4 ,8 3,5 4 1,1 c

ES 02 18 88

DZP 2 mg/kg MOYENNE 1,4 * a,b 13,8 11 ,5 * b

ES 0 4 4.8 4 3

Tableau 34: Expérience n"SB: Effets du DZP (0.5-2 mg /kg, i.p. 30 mn avant le PTZ) en
solution dans le DM!, sur l'intensité, la la tence d'apparition et la durée
de la crise comportementale ind uite par le PTZ (60 mg/ kg) , chez le rat
Wistar. *: p < .05 par rapport au lot contrôle précédent; a: p < .05 par
rapport à 0.5 mg/kg; b: p < .0 5 par rapport à 1 mg/kg; c: p < .05 par
rapport au contrôle 1 (test de Wilcoxon).
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Figure 57: Expérience n'SB: Effets du DZP (0.5-2 mg/ kg, i.p. 30 mn avant le PTZ) en
solution d ans le DM!, sur l'intensité (haut) , la latence d'apparition
(milieu ) et la durée (bas) de la crise comportementale ind uite par le PTZ
(60 mg/kg) , chez le rat Wistar. *: p < .05 par rapport au lot co ntrôle
précédent (test de Wilcoxon).



par une solution de DMI à 25%. aucun cas de décès n'a été observé avec 60 mg de PTZ

par kg. Ces rats effectuaient pourtant des crises allant du stade 3 au stade 5, tout

comme le lot recevant l'eau distillée puis le PTZ. Lorsqu'un rat traité à l'eau distillée

puis au PTZ effectuait une crise de stade 5, celle-ci était. dans tous les essais effectués

(8 rats Wistar), interrompue par la mort de l'animal. Ces résultats semblent indiquer

que le DMI diminue l'intensité de la crise comportementale ou que. tout au moins, il

protège le rat en crise de stade 5 contre la mort. Ainsi. pour pouvoir utiliser le même

lot de rats tout au long d'une expérience (afin d'augrnenter : . l'homogénéité des

résultats) . limiter le nombre de décès et mesurer l'effet de différentes dosages . il

semble préférable, soit de diminuer la dose de PTZ injectée, soit d'utiliser le DMI

comme véhicule d'injection .

B. Expérience n 05B ; Effet du PZP (0.5-2 · m2/k2. Lp. 30 mn avant le

PTZ) en solution dans le PMI à 25% chez le rat Wistar

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 8 rats mâles Wistar de 300-400 g (lFFA-CREDO) : Effet du DZP (0 .5-2

mg/kg, i.p. 30 mn avant le PTZ) en solution dans le DMI à 25%, sur les convulsions

provoquées par le PTZ.

- Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p., à raison de 2 ml de solution par kg de

poids corporel, 30 mn avant l'administration de PTZ. Ce dernier, administré à la

dose de 60 mg/kg de poids corporel, est dissous dans le NaCI 90/00 de manière à

injecter 2 ml de solution par kg de poids corporel :

* Tests de contrôle: Solution de DMI à 25% (N = 8) ;

* Tests avec le DZP : 0.5 mg/kg (N = 8)

1 mg/kg (N = 8) ;

2 mg/kg (N = 5), en solution dans le DMI à 25%.

2. Résultats

Afin de vérifier les résultats obtenus dans l'expérience précédente et

d'élargir l'éventail de doses de DZP testées. nous avons reproduit le même protocole

sur un lot de 8 rats plus jeunes, et sans sélection préliminaire des rats sensibles au

PTZ. En effet, l'analyse des résultats obtenus lors du premier test de contrôle (DMI à

25% puis PTZ à 60 mg/kg) avec ce lot de 8 rats, a montré que la moyenne des stades

des crises était de 4.5 par rapport à l'échelle de Racine et que le stade minimal

observé était le stade 4 (Tableau 34). C'est pourquoi. il nous a semblé inutile de

présélectionner les rats, la population de départ présentant des résultats

suffisamment homogènes et des intensités de crises suffisamment élevées pour
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pouvoir mettre en évidence l'effet anticonvulsivant du DZP. Ceci permet d'éviter le

biais apporté par la présélection des rats .

En fait. le faible nombre de crises complètes obtenu lors des présélections

de l'expérience n04B était probablement dû au poids trop élevé des animaux. A partir

d'un certain poids corporel, l'injection par voie i.p. devient plus hasardeuse en

raison de la couche de tissu adipeux présente sous la peau. Si l'injection est effectuée

dans cette couche, la substance diffuse moins rapidement et sa concentration

sanguine s'en trouve diminuée. Dans l'expérience n 04B, la probabilité d'injecter la

solution dans le tissu adipeux était très élevée. C'est probablement pour cette raison

que nous n'avons sélectionné que 6 rats très sensibles au PTZ.

L'analyse par le test de Friedman montre une hétérogénéité de l'intensité

et de la durée des crises (DDL = 5, N =5) :
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Intensité de la crise

Latence d'apparition de la crise

- Durée de la crise :

Chi 2 =29.74 ; P = .0001

Chi 2 = 10.21 ; NS

Chi 2 = 12.86 ; P =.025

En ce qui concerne les différents tests de contrôle, l'intensité et la latence

d'apparition des convulsions reste stable . Seul le contrôle 3 montre une

augmentation de la durée des crises par rapport au contrôle 1 (Tableau 34).

Le DZP induit une diminution statistiquement significative de l'intensité

des crises à partir de 0.5 mg/kg. cet effet s'accentuant avec 2 mg/kg (Tableau 34). En

effet, les deux doses inférieures de DZP (0.5 et 1 mg/kg) produisent des effets

similaires. Par contre, la dose la plus élevée (2 mg/kg) produit une inhibition

statistiquement plus élevée que les deux premières (Tableau 34). La durée des crises

n'est diminuée d'une manière statistiquement significative qu'à partir de 2 mg/kg.

elle tendrait même à augmenter avec 0.5 -mg/kg (Figure 57). La dose de 2 mg de DZP

par kg tend à augmenter la latence d'apparition des crises comportementales. sans

atteindre le niveau de significativité statistique. Lors du contrôle 3. trois animaux

sont décédés pendant la crise . Le test avec 2 mg de DZP par kg a donc été réalisé avec

5 rats au lieu de 8 pour les tests précédents. La non significativité de l'augmentation

de la latence avec 2 mg/kg est peut-être liée à cette diminution de l'effectif.

Les conditions expérimentales ont donc permis de mettre en évidence. sans

présélection des animaux sensibles au PTZ, un effet anticonvulsivant du DZP à partir

de 0.5 mg/kg. cet effet étant dose-dépendant.
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TRAITEMENT PARAMETRE STADE lATENCE (mn) DUREE (mn)

CONTROLE 1 MOYENNE 4 ,6 1,7 4,6

ES 02 01 04

DZP 0.5 miVkg MOYENNE 3,1 * 5,5 * 22,6 -

ES 0.5 28 SI

CONTROLE 2 MOYENNE 4,5 1,8 21,9 b •

ES 02 03 48

DZP 1 mg/kg MOYENNE 2,4 - 8,5 ** 15,1

ES 04 36 40

CONTROLE 3 MOYENNE 3,9 4,8 23 ,7 b

ES OS 28 36

DZP 2 mg/kg MOYENNE 1,7 * a 11,9 20,2

ES 03 33 35

Tableau 35: Expérience n'6B: Effets du DZP (0.5-2 mg /kg, l.p . 30 mn avant le PTZ) en
solution dans le DMI, sur l'intensité, la latence d 'apparition et la durée
de la crise comportementale induite par le PTZ (60 mg/kg), chez le rat
Long-Evans. *: p < .0 5, **: P < .0 1 par rapport au lot contrôle précédent;
a: p < .05 par rapport à 0.5 mg/ kg; b: p < .01 par rapport au contrôle 1
(test de Wilcoxon).
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Figure 58: Expérience n'6B: Effets du DZP (0.5-2 mg /kg, i.p , 30 mn avant le PTZ) en
solution dans le DMI, sur l'Intensit é (haut), la latence d'apparition
(milieu) et la durée (bas) de la crise comportementale ind uite par le PTZ
(60 mg/kg), chez le rat Long-Evans. *: p < .0 5, **: p < .01 par rapport au
lot contrôle précédent (test de Wilcoxon) .



C. Expérience n068 ; Effet du DZr (0,5-2 ID2/k2. Lp, 30 mn ayant le

rIZ) en solution dans le DMI à 25% chez le rat LQD2-Eyans

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 10 rats mâles Long-Evans de 250-450 g (JANVIER) : .Effet du DZP (0 .5- 2

mg/kg, i.p . 30 mn avant le PTZ) en solution dans le DMI à 25 %. sur les convulsions

provoquées par le PTZ.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p .• à raison de 2 ml de solution par kg de

poids corporel . 30 mn avant l'administration de PTZ. Ce dernier, administré à la

dose de 60 mg/kg de poids corporel, est dissous dans le NaCI 90/00 de manière à

injecter 2 ml de solution par kg de poids corporel :

* Tests de contrôle: Solution de DMI à 25% (N = 10) ;

* Tests avec le DZP : 0.5 mg/kg (N = 10) ;

1 mg/kg (N = 10) ;

2 mg/kg (N = 10), en solution dans le DMI à 25%.

2. Résultats

Afin de valider les résultats obtenus avec la souche Wistar chez une autre

souche de rat. nou s avons reproduit le même protocole avec la rats Long-Evans. Le

profil des crises obtenues lors du premier test de contrôle (Contrôle 1) est le même

que celui des rats Wistar (Expérience n05B), mis à part la durée des crises qui est

environ trois fois plus courte chez les rats Long-Evans (Tableaux 34-35).

Le test de Friedman montre qu'il existe des différences statistiquement

significatives entre les tests, pour les trois paramètres observés (DDL = 5, N = 10) :
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Intensité de la crise

Latence d'apparition de la crise

- Durée de la crise :

Chi 2 = 34.25 ; P = .0001

Chi 2 = 23.09 ; P = .0003

Chi 2 =15.32 ; P =.01

En ce qui concerne l'ensemble des tests contrôles, la durée des crises varie

lors des contrôles 2 et 3. la durée des crises est nettement plus élevée que lors du

premier contrôle (Tableau 35).

Le DZP produit une diminution statistiquement significative de l'intensité

des crises aux trois doses testées et cet effet évolue d'une manière dose-dépendante



(Figure 58). De plus, le DZP augmente la latence d'apparition des crises aux trois

doses, mais en raison d'une grande variabilité de ce paramètre. l'augmentation est

significative du point de vue statistique uniquement avec 0.5 et 1 mg/kg. La durée des

crises est également modifiée par le DZP la plus faible dose augmente

significativement la durée des crises, alors que les deux autres tendent à la réduire.

sans atteindre toutefois un niveau significatif. L'effet du DZP sur la durée n'évolue

donc pas d'une manière dose-dépendante. Or , comme nous l'avons remarqué ci­

dessus , ce paramètre n'est pas stable au cours des différents contrôles . Les résultats

observés avec le DZP ne peuvent donc pas être retenus en ce qui concerne ce

paramètre .

En comparant ces résultats avec ceux obtenus chez le rat Wistar

(Expérience n05B) , il est intéressant de noter que la latence d'apparition de s crises

est très nettement modifiée par le DZP chez le rat Long-Evans (dans le sens d'une

augmentation). alors que cette augmentation n'a pas pu être démontrée de façon

stausuquernent significative chez le rat Wistar (Figures 57-58). Les expériences n05B

et 6B nous permettent donc de conclure que le DZP, dissous dans le DMI à 25%,

diminue l'intensité des crises induites par le PTZ (60 mg/kg) de façon statistiquement

significative et dose-dépendante, et ceci même avec la dose la plus faible (0.5 mg/kg).

D. Discussion

Quelle que soit la souche de rat employée. nous avons obtenu sensiblement

le même profil d'activité pour le DZP, c'est-à-dire diminution dose-dépendante de

l'intensité. augmentation de la latence d'apparition et diminution de la durée de la

crise comportementale. Ces modifications ne sont pas toujours statistiquement

significatives dans le cas de la latence et de la durée . Une augmentation significative

de la durée a même été observée avec 0.5 mg de DZP par kg de poids corporel. chez le

rat Long-Evans (Figure 58 ). Ces fluctuations sont probablement liées à la très grande

variabilité inter- et intra-individuelle de ces deux paramètres . Par conséquent. le

paramètre qui semble le plus fiable est l'intensité des crises. Ces observations sont en

accord avec celles que l'on peut retrouver dans la littérature (ex : Schwark &

Lôscher, J985). L'intensité des crises est le critère le plus fréquemment utilisé et est

considéré comme le plus fiable pour la mesure de l'inhibition des crises

comportementales. En effet. dans nos expériences. c'est le seul paramètre qui montre

une courbe dose-dépendante satisfaisante.

117



aNIROŒ lJlP 1nW\<g 1JlP2nW\<g

NOMBRE D'ENTREES DANS
LES BRAS FERMES

*

'1
mNJlUE lJlP 1nW\<g 1JlP2nW\<g

NOMBRE D'ENTREES DANS
LES BRAS OUVERTS

12~
o premier passage

10 El deuxième passage
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::z:
lo-l
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5! 4

2

0

N" lDT A+S.C A 8 C

N" PASSAGE 1 1 2 1 2 1 2

TRAITEMENT SANS SANS CONTROLE S A NS DZP 1 m2lh SANS DZP 2 m2lh

N 21 10 10 8 8 3 3

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYEN NE ES MOYENNE ES MOYENNI ES MOYENNE ES
ll'SCEHTRE 42,2 5,5 42.0 8,6 33,9 9,7 50.9 8,5 17.0 12,7 19,7 5,2 103 0.9
ll'S FER 244,1 7,4 241,6 12,8 259,6 12,5 237,6 9,8 281,1 14,1 270,0 Iql 298.7 0,9
ll'S0lN 13,7 3,1 16,4 5,7 6,5 3,4 11,5 3,7 1,9 1.5 1003 5,4 0.0 0.0
96ll'S CEHTIU 14.1 1,8 14.0 2,9 1103 3,2 17,Q 2,8 5,7 4,2 6.6 1,7 0,4 0,3
96ll'S FER 81,4 2,5 80,5 4,3 .86,5 4,2 79,2 3,3 93,7 4,7 90.0 3,4 99,6 0,3
96ll'S0lN 4.6 m 5,5 1.9 '2,2 1,1 3,8 1,2 0.6 OS 3,4 1,8 0.0 0.0
MI EHTFER 9,5 0.7 9,4 1,4 8.3 1,4 9,6 0.9 4,3 • 1.9 9,3 1,2 1,7 0,7
N8EHTOlN 1,3 Q,3 1,5 (),.5 0,6 0,3 1,1 0,4 0.5 0,4 1,3 ll,7 Oi! Oi)
H81U1'EHT 10,8 0.9 10.9 1,7 8,9 1,7 10,8 1.0 4,8 2,2 10,7 0,9 1,7 0,7
96 N8 EHT FER 88,9 2,2 88,6 3,7 96,1 2,1 90,1 3,1 96,6 2,2 87,0 6,7 100,0 0.0
96H8EHT OlN 11,1 2,2 11.4 3,7 3,9 2,1 9.9 3,1 3,4 2,2 13,0 6,7 0.0 0.0
1UI'RED 17,6 0,9 18,1 1.2 10.7· 1,8 16,8 1,8 4,0· 1,4 18,3 2.0 0,3 0,3
1UI'TOIl. 1,6 Q,3 103 0.4 1.5 0,4 1,9 0.4 1,9 0.7 2.0 1.5 Q,3 0,3

1UI'ra: 0.4 0.1 0.4 0,2 0,1 0.1 0.4 f, ! 0.0 0.0 0,3 0,3 0.0 (Ji)

lAT SORTIE 34,8 15.0 41,6 28,7 10,6 1,6 36,1 . . 120,4 52,6 8,7 2,S 201,3 QS,7

IATEHTOlNI 189,9 Z2,6 201,6 28,9 234,1 33,9 19Q,1 .... )." 241,5 39,7 150.0 81,7 300,0 0.0
ll'S0lN1 5,7 1,2 6.2 2,1 3,5 I,S 5,8 2,0 0,8 (),.5 4.0 2.1 0.0 0,0
lAT EXTR 0lN1 2367 199 2280 305 2575 287 2444 337 3000 0.0 24S0 5S0 3000 no

Tableau 36: Expérience 0-7 8: Comparaison entre un premier passage sans traitement el un de uxième passage avec traitement
(DZr G-2 mg/kg, en so lution dan. le mélange Tr.lnKUIOI 3096, Twee nêû 1096, Lp, 30 mn avant le deuxième passage)
dans le labyrinthe en croix surélevé, chez le rat Wistar.•: p < .OS par rapport au premier pa.uage (lest de wucoxcnj.
Lesrésultats du premier passage sont présentés pour l'ensemble des rats (première colonne) et par lot (A. Bou Cl. 20
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Figure 59: Expérience n'7B: Influence d 'un premier passage sans traitement sur
les effets du DZP (0-2 mg/kg, i.p. 30 mn avant le deuxième passage) en
solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween80 10% dans le
labyrinthe en croix surélevé, chez le rat Wistar: Comparaison du
nombre d'entrées effectuées dans les bras ouverts et fermés (haut), et
du nombre de redressements effectués (bas) lors des deux passages. ": p
< .05 par rapport au premier passage (test de Wilcoxon).
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III. TEST DU LABYRINTHE EN CROIX SURELEVE

A. Expérience n07B Effet d'un premier passa~e dans le dispositif

sans traitement. 100 mn ayant le deuxième passa~e ayec

traitement par le DZe (1·2 m~/k~. j,p. 30 mn ayant le deuxième

passa~e)

1. Matériel et méthodes

Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 10. lot A)

1 mg/kg (N = 8, lot B) ;

2 mg/kg (N = 3. lot C) , en solution dans le mélange

10%.Transcutol 30 %, Tween80

- Animaux : 21 rats femelles Wistar de 250-350 g (élevage du laboratoire).

Traitements Ils sont réalisés par voie i.p. , 30 mn avant le deuxième passage dans

le labyrinthe

* Lot contrôle :

* Lots traités avec le DZP

2. Résultats

Aucun redressement. ni toilettage, ni défécation n'a été relevé dans les

bras ouverts du labyrinthe. les résultats concernant ces trois paramètres n'ont donc

pas été séparés pour les deux types de bras.

Les lots A. B et C auxquels ont été attribués les trois différents traitements

au deuxième passage ont été comparés en ce qui concerne le premier passage sans

traitement (Test de Kruskal-Wallis). Aucun paramètre n'a montré de différence

statistiquement significative, ces trois lots pouvaient donc être considérés comme

équivalents lors du premier passage.

Lorsqu 'on compare les résultats obtenus avec le lot A (lot contrôle) lors des

deux passages, on obtient une différence statistiquement significative. uniquement

pour les redressements (Tableau 36). En effet, lors du deuxième passage. les rats

traités avec le véhicule seul effectuent statistiquement moins de redressements que

pendant le premier passage sans traitement (Figure 59). D'une manière plus

générale. les rats du lot A semblent moins actifs lors du deuxième passage et

montrent une préférence plus marquée pour les bras fermés que lors du premier

passage, ces tendances étant toutefois non significatives.

En ce qui concerne les résultats du deuxième passage (Tableau 37), le test

de Kruskal- Wallis met en évidence une hétérogénéité pour les paramètres suivants

(DDL = 2, N = 21):
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PARAMETRE CONTROLE DZP 1 mglkg DZP 2 mg/kg
(movenne : E.S.) (m oy e n n e : E.S.) (moyenne : E.S.)

TPS CENTRE 33.9 : 9.7 17.0 : 12.7 1.3 : 0.9 *

TPS FEIl. 259 .6 : 12.5 281 .1 : 14.1 298 .7 : 0.9 *

TPS OUY 6.5 : 3.4 1.9 : 1.5 0.0: 0.0

96 TPS CENTRE 11.3 : 3.2 5.7 : 4.2 0.4: 0.3 *

96 TPS FER 86 .5 ± 4.2 93.7 ± 4.7 99.6 ± 0.3 *

96 TPS OUY 2.2 ± 1.1 0.6 ± 0.5 0.0 ± 0.0

NB ENT FER 8.3 :1. 1.4 4 .3 ± 1.9 * 1.7 ± 0.7 *

NB ENT OUY 0.6 ± 0.3 0.5 ± 0.4 0.0 ± 0.0

NB TOT ENT 8.9 ± 1.7 4.8 ± 2.2 1.7 ± 0.7 *

96 NB ENT FER 96.1 ± 2.1 96.6 ± 2.2 100.0 ± 0.0

96 NB ENT OUY 3.9 ± 2.1 3 .4 ± 2.2 0.0 ± 0.0

Tor ' RED 10.7 ± 1.8 4.0 ± 1.4 ** 0.3 ± 0.3 *

Tor TOIL 1.5 ± 0.4 1.9 ± 0.7 0.3 ± 0.3

ror DEF 0.1 ± 0.1 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

LAT SORT IE 10.6 ± 1.6 120.4 ± 52 .6 20 1.3 ±98.7

LAT ENT OUYl 234 .1 ±33.9 241.5 ± 39.7 300.0 ± 0.0

TPS OUY l 3.5 ± 1.8 0.8 ± 0.5 0.0 ± 0.0

LAT EXTR OUYl 257 .5 ± 28.7 300.0 ± 0.0 300.0 ± 0.0
N 10 8 3
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Tablea u 37: Expérience n'7B: Effets du DZP (0- 2 mg /kg, i.p, 30 mn avant le deuxième
passage) en sol ut ion dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%,
dans le labyrin the en croix surélevé après un premie r passage sa ns
traitement, chez le ra t Wistar. *: p < .05, **: p < .01 pa r rapport au lo t
contrôle (test de Man n-Whitn ey) .

REDRESSEMENTS

Figu re 60: Expérien ce n'7B: Effets du DZP (1- 2 mg/ kg, i.p. 30 mn avant le deuxième
pass age) en so lution dans le mélange Tran scuto l 30%, Tween80 10%, sur
le pourcentage de temps passé dans les d ifférentes parties du labyrinthe
en croix surélevé (ha ut ). sur le nombre d'entrées effectuées dans le s
bras ouverts e t fe rmés (milieu) et sur le nombre de redressements
effectués (bas), ap rès un premier pa ssa ge sa ns traitement, chez le rat
Wistar. *: p < .05, ** : p < .0 1 par ra pport au lot contrôle (test de Mann­
Whitney) .



- TPS CENTRE :

- TPS FER:

- TPS OUV:

%TPS CENTRE :

- %TPS FER:

- %TPS OUV:

- NB ENTFER:

- NBENTOUV:

- NB TOTENT :

H =6.50 ; p =.0388

H = 6.49 ; p = .0389

H = 1.32 ; N.S.

H =6.50 ; p =.0388

H =6.49 ; p =.0389

H =1.32 ; N.S.

H =7.14 ; P =.0282

H = 1.08 ; N.S.

H =6.66 ; P = .0359

%NB ENTFER:

%NBENTOUV:

TOTRED:

TOTTOn..:

TOTDEF:

LATSORTIE:

LAT ENT OUVI :

TPS OUV1:

LATEXTROUVI :

H = 1.07 ; N.S.

H = 1.07 ; N.S.

H =11.40 ; P =.0033

H = 2.80 ; N.S.

H = 1.10 ; N.S.

H = 2.47 ; N.S.

H = 1.07 ; N.S.

H =1.32 ; N.S.

H = 2.31 ; N.S.
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Les lots traités avec le DZP (lots B et C) montrent, par rapport au lot

contrôle . une augmentation dose-dépendante de la préférence pour les bras fermés.

une diminution du nombre d'entrées dans les bras fermés, du nombre total d 'entrées

dan s les bras et du nombre de redressements effectués (Figure 60 ) . De plus.

contrairement au lot contrôle. aucun des rats traités avec le DZP n'atteint l'extrémité

d'un bras ouvert pendant la durée du test. En d'autres termes. le DZP provoque une

augmentation de la préférence pour les bras fermés. ce qui pourrait correspondre à

un effet de type anxiogène. Toutefois . cet effet s'accompagnant d 'une diminution

significative des activités locomotrice et exploratrice avec 2 mg/kg. il s'agirait plutôt

d'un effet de type sédatif. File (1990) a montré que lor s d'un deuxième passage dans le

labyrinthe. les scores du lot contrôle n'étaient pas modifiés. mais que les scores des

rat s traités avec le CDP l'étaient et ne présentaient plus de différences avec le lot

contrôle . File (1990) en a conclu qu'une seule expérience préliminaire dans le

labyrinthe. avec ou sans traitement. suffisait pour provoquer une tolérance aux

effets anxiolytiques du CDP. Les résultats que nous avons obtenus. vont dans le sens

des observations de File (1990). En effet. les rats traités avec le DZP lors du deuxième

pas sage ne montrent pas un profil de type anxiolytique, mais plutôt un profil de type

sédatif. en particulier avec 2 mg/kg .

B. Expérience n08B ; Effet dU DZe <0,25-1 m2/k2. I.p, 35 mn ayant

le test) en solution dans le mélan2e Transcutol 30 %.

1. Matériel et méthodes

- Animaux 28 rats femelles Wistar de 200-250 g (élevage du laboratoire).

TweenSO

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p., 30 mn avant le passage dans l'enceinte

inconnue et 35 mn avant le passage dans le labyrinthe :

* Lot contrôle : Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 7)
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Figure 6 1: Expérience n '8B: Effets du DZP (0-1 mg/kg, i.p, 35 mn avant le test) en
solution dans le mélange Transcutol 3096, Tween80 1096, sur le nombre
d'entrées effectuées dans les bras ouverts et fermés (haut) et sur le
nombre de redressements effectués (bas ), chez le rat Wistar. *: p < .05,
**: p < .01 par rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).

TRAITEMENT CONTROLE DZP DZP DZP

0.25 mllfkll 0.5 m2J k2 I m 2f} 2

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

~CENrRE 84,4 13,8 76,9 10,2 58,6 10,9 46,7 8,8

TPS FER 192,6 18,2 194,3 14,5 197,0 22,2 212,3 13,1

TPSOlN 23,0 10,1 28,9 6,7 44,4 12,2 41,0 8,6

96TPS CENTRE 28,1 4,6 25,6 3,4 19,5 3,6 15,6 2,9

96TPS FER 64,2 6,1 64,8 4,8 65,7 7,4 70,8 4,4

96TPSOUV 7,7 3,4 9,6 2,2 14,8 4,1 13,7 2,9

NB ENTFER 10,0 1,1 8,1 1,1 6,7 1,7 6,0 1,6

NBENTOlN 1,4 0,4 2,9 0,6 3,3 1,0 3,1 0,8

NBTar8'IT 11,4 1,6 11,0 1,4 10,0 2,6 9,1 2,1

96NB ENT FER 89,3 3,4 73 ,1 * 5,8 71,3 * 6,5 65 ,4 ** 6,1

%NB ENTOUV 10,7 3,4 26,9 * 5,8 28 ,7 * 6,5 34,6 ** 6,1

RED FER 12,4 0,9 6,7 ** 0,9 5,9 ** 1,4 4,6 ** 0,9

mrnID 12,4 0,9 6,7 ** 0,9 5,9 ** 1,4 4,6 ** 0,9

TOIL FER 1,0 0,4 0,9 0,3 0,7 0,4 0,7 0,3

T6Tr0n. 1,0 0,4 0,9 0,3 0,7 0,4 0,7 0,3

DEFOlN 0,1 0,1 0,4 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0

1UIDfF 0,1 0,1 0,4 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0

MIC FER 0,3 0,2 0,1 0,1 0,6 0,3 0,3 0,2

MlCOUV 0,1 0,1 0,6 0,2 0,3 0,2 1,0 0,5

lUIMlC 0,4 0,3 0,7 0,3 0,9 0,4 1,3 0,6

lAT SORTIE 19,4 5,1 10,9 1,9 28,6 7,9 17,0 2,2

lATENT OlNl 131,1 46,9 61,3 41,0 60,0 40,9 29,6 17,3

TPSOUVI 14,7 5,6 7,3 2,1 12,3 4,5 16,0 2,7

lAT EXTR OlNl 1n o 46.2 166 6 506 1217 476 155 0 45 8

Tableau 3 8: Expérience n'8B: Effets du DZP (0-1 mg/kg, i.p . 35 mn avant le test ) en
so lu t ion dans le mélange Tran scutol 3096, Twee n 80 10% dans l e
labyrinthe en croix su rélevé, chez le rat Wistar. *: p < .0 5, ** : p < .01 par
rapport au lot contrôle (t est de Mann-Whitney).



... Lots traités avec le DZP 0.25 mglkg (N = 7) ;

0.5 mg/kg (N = 7) ;

1 mg/kg (N = 7), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2 . Résultats

Aucun redressement ni toilettage n'a été noté dans les bras ouverts. D'autre

part, des défécations ont été relevées uniquement dans les bras ouverts . La

répartition spatiale de ces comportements suggère que les bras ouverts produisent,

chez le rat , un niveau d'anxiété plus important que les bras fermés.

Le test de Kruskal-Wallis met en évidence une hétérogénéité pour les

paramètres suivants (DDL = 3, N = 28) :

120

- TPS CENTRE :

- TPS FER:

- TPS OUY:

- %TPS CENTRE ;

- %TPS FER :

- %TPS OUY :

- NBENTFER:

- NBENTOUY :

- NB TOTENT:

- %NB ENT FER :

- %NB ENT OUY :

- RED FER :

H =6.72; N.S.

H = 1.33 ; N.S.

H =3.05 ; N.S.

H =6.72 ; N.S.

H = 1.33 ; N.S.

H =3.05 ; N.S.

H =4.13; N.S.

H =3.19 ; N.S.

H =0.99 ; N.S.

H =9.52 ; P =.0232

H =9.52 ; P =.0232

H = 14.37 ; P =.0024

TOTRED:

TOILFER :

TOrrOIL:

DEFOUV:

TOTDEF:

MICFER:

MICOUV:

TOTMIC :

LAT SORTIE :

LATENTOUYl:

TPS OUY1 :

LAT EXTR OUY1 :

H =14.37 ; P =.0024

H =0.44 ; N.S .

H =0.44 ; N.S.

H =6.75 ; N.S .

H =6.75 ; N.S.

H =1.65 ; N.S.

H =3.12 ; N.S.

H =1.58 ; N.S .

H =7.26 ; N.S.

H =5.01 ; N.S.

H = 3.52 ; N.S.

H = 0.75 ; N.S.

Par rapport au lot contrôle , les rats traités avec le DZP effectuent

proportionnellement plus d'entrées dans les bras ouverts et moins dans les bras

fermés et cette augmentation de l'ex-ploration des bras ouverts s'accentue avec

l'augmentation de la dose de DZP (Tableau 38, Figure 61). Le nombre de redressements

effectués diminue significativement par rapport au lot contrôle et d'une manière

dose-dépendante. Ces modifications vont dans le sens d'un effet de type anxiolytique

pour les trois doses testées . De plus, le temps passé dans les bras ouverts tend à

augmenter sous l'effet du DZP, mais sans atteindre le niveau de significativité. Le

nombre total d'entrées effectuées, reflétant l'activité locomotrice. n'est pas modifié

d'une manière significative par le DZP. Toutefois. le temps passé dans les bras fermés

n'est pas modifié par le DZP. En fait. sous l'influence du DZP, les rats semblent passer

moins de temps au centre du dispositif et consacrer plus de temps à explorer les bras



TRAITEMENT CONTROLE DZP DZP DZP DZP
0.5 ma/ka 1 me:/k. 1.5 ma/ka 2 mwlq

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

TPSCENTRE 113,0 12,1 89,0 12,6 41,0 ** 11,3 51,9 ** 10,2 47,8 ** 13,7
TPS FER 181,0 12,1 20 1,5 13,2 247,0 ** 13,1 240,7 ** 9,5 245,7 ** 14,8
TPSUUV . 6,0 3,0 9,5 4,6 12,0 4,1 7,4 4,6 6,6 6,1
%TPSCENTRE 37,7 4,0 29,7 4,2 13,7 ** 3,8 17,3 ** 3,4 15,9 ** 4,6
%TPS FER 60,3 4,0 67,2 4,4 82,3 ** 4,4 80,2 ** 3,2 81,9 ** 4,9
%TPSOUV 2,0 1,0 3,2 1,5 4,0 1,4 2,5 1,5 2,2 2,0
NB ENTFER 9,6 0,8 7,0 1,0 4, 1 ** 1,0 3,8 *** 0,8 4,2 ** 1,2
NBENTOUV 0,4 0,2 0,8 0,3 1,0 0,3 0,6 0,3 0,4 0,2
NBlUfENT 10,0 0,7 7,8 1,2 5,1 ** 1,2 4,4 *** 0,8 4,7 ** 1,3
%NB ENTFER 95,S 1,8 91,6 2,7 81,6 4,4 82,S 7,9 88,9 7,5
%NBENTOUV 4,5 1,8 8,4 2,7 18,4 4,4 17,5 7,9 11,1 7,5
1UfR8) 10,9 0,7 6,9 ** 1,0 3,6 *** 1,0 5,6 * : 1,9 2 ,8 *** 1,1
lUITOll. 0,6 0,2 0,7 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
DEFFER 0,4 0,4 0,4 0,3 0,2 0,2 0,5 0,4 0,1 0,1
DH'OUV 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 _. 0,1 0,1 0,0 0,0
1tJII)J.T 0,4 0,4 0,4 0,3 0,2 0,2 0,6 0,4 0,1 0,1
MIC FER 1,3 0,4 1,1 0,2 1,1 0,2 1,0 0,3 1,1 0,3
MICOUV 0,2 0,1 0,0 0,0 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
1UrMIC 1,6 0,4 1,1 0,2 1,4 0,3 1,1 0,3 1,2 0,3
lAT SORTIE 15,4 1,7 21,1 5,2 44,2 28,5 60,8 27,8 72,4 32,1
lAT ENT OUV1 253,3 20,0 199,2 37,6 124,9 39,3 191,2 44,7 226,4 40,8
TPSOUV1 6,0 3,0 6,5 2,1 7,9 2,7 5,3 3,1 4,4 4,0
lAT EXTR OUVl 290,8 92 3000 00 3000 0.0 3000 0 0 3000 00

Tableau 39: Expérience n09B: Effets du DZP (0-2 mg/kg, i.p. 35 mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 15%,
Tween80 5%, dans le labyrinthe en croix surélevé, chez le rat Wistar. *: p < .05, **: p < .0 l, ***: p < .001 par rapport
au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



du labyrinthe que les rats du lot contrôle. Il semble donc que, dans l'ensemble, le DZP

produise des effets de type anxiolytique dans cette expérience.

C. Expérience n095 ; Effet du DZP (0,5-2 m~/k~. Lp. 35 mn ayant le

test) en solution dans le mélan~e Iranscutol 15%. Iween80 5%

1. Matériel et méthodes

- Animaux: 51 rats mâles Wistar de 250-300 g (IFFA -CREDO).

- Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p .• 30 mn avant le passage dans l'enceinte

inconnue et 35 mn avant le passage dans le labyrinthe :

* Lot contrôle : Mélange Transcutol 15%, Tween80 5% (N = 10)

* Lots traités avec le DZP 0.5 mg/kg (N = 10) ;

1 mg/kg (N = 11) ;

1.5 mg/kg (N = 10) ;

2 mg/kg (N = 10), en solution dans le mélange

Transcutol 15%, Tween80 5%.

2. Résultats

Aucun redressement ni toilettage n'a été relevé dans les bras ouverts du

dispositif, les résultats concernant ces deux paramètres n'ont donc pas été séparés

pour les deux types de bras. L'analyse des données par le test de Kruskal- Wallis met

en évidence une hétérogénéité pour les paramètres suivants (DDL = 4, N = 51) :
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- TPS CENTRE :

- TPS FER:

- TPS OUV:

- %TPS CENTRE :

- %TPS FER :

- %TPS OUV:

- NB ENTFER:

- NB ENTOUV:

- NB TOTENT:

- %NB ENT FER :

- %NB ENT OUY :

- RED FER :

- TOTRED:

H = 17.49; P =.0016

H =15.51 ; P =.0038

H =4.21 ; N.S.

H =17.49; P =.0016

H = 15.51 ; P =.0038

H =4.21 ; N.S.

H =16.74; P =.0022

H =3.71 ; N.S.

H = 15.22 ; p =.0043

H =4.63 ; N.S.

H =4.63 ; N.S.

H =19.12; P =.0007

H =19.12 ; P =.0007

TOILFER:

TOrrOIL:

DEFFER:

DEFOUY :

TOTDEF:

MICFER:

MICOUY :

TOTMIC:

LAT SORTIE :

LATENTOUY1 :

TPS OUV1:

LAT EXTR OUV1 :

H =1.91 ; N.S.

H =1.91 ; N.S.

H =0.78 ; N.S.

H =3.80 ; N.S.

H =1.90 ; N.S.

H =0.83 ; N.S.

H = 4.20; N.S.

H = 1.41 ; N.S.

H = 9.09 ; N.S.

H =4.24 ; N.S.

H =3.53 ; N.S.

H =4.33 ; N.S.
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Expérience n'9B: Effets du DZP (0-2 mg/kg, i.p. 35 mn avant le test) en
solution dans le mélange Transcutol 1596, Tween80 596, sur le nombre
d 'entrées effectuées dans les bras (haut) et sur le nombre de
redressements effectués (bas), chez le rat Wistar. *: p < .05 , **: p < .01 ,
***: p < .00 1 par rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).

bras fermés

Expérience n'9B: Effets du DZP (0-2 mg /kg, i.p. 35 mn avant le test) en
solution dans le mélange Transcutol 1596, Tween80 596, sur le temps
passé dans les différentes parties du labyrinthe en croi x surélevé en
sec . (haut) et en pourcentage (bas), chez le rat Wistar. ** : p < .0 1 par
rapport au lot cont rôle (test de Mann-Whitney) .
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Cette expenence ressemble à la précédente. mis à part l'origine différente

des animaux qui proviennent cette fois-ci d'un élevage industriel. et le véhicule qui

a été dilué deux fois par rapport à l'expérience n08B. En effet, dans l'expérience

précédente, on pouvait penser que le manque de netteté des résultats obtenus avec le

DZP était lié à une interférence avec le véhicule. L'expérience n09B nous montre que

tel n'était pas le cas : le DZP provoque une augmentation du temps passé dans les bras

fermés (Figure 62), une diminution du nombre d'entrées dans les bras fermés ainsi

que dans l'ensemble des bras (FIgure 63). ce qui correspond à une activité sédative.

Les redressements sont également inhibés par le DZP (Figure 63), mais pas d'une

manière dose-dépendante. En résumé, les rats des lots traités avec le DZP passent plus

de temps dans les bras fermés que les rats du lot contrôle et leur activité locomotrice

est fortement réduite (Tableau 39).

Aucun effet de type anxiolytique n'est donc apparu dans cette expérience.

Le profil comportemental obtenu coorespond à une activité sédative aux trois plus

fortes doses . Les résultats obtenus dans l'expérience précédente montrent que cette

activité sédative ne peut être attribuée au véhicule seul. Par conséquent, l'origine

des animaux est à prendre en compte et, dans ce genre d'expériences, les rats

devraient être soit élevés au laboratoire comme dans l'expérience n08B . soit habitués

aux conditions du laboratoire pendant une période plus longue.

D. Discussion

L'ensemble des expériences réalisées avec le DZP dans le labyrinthe en

croi x surélevé a permis de montrer d'une part, qu 'une expérience préalable dans le

dispositif sans traitement pharmacologique, induisait une tolérance aux effets

anxiolytiques du DZP (Expérience n07B), et d'autre part, qu'un effet anxiolytique

pouvait être observé avec le DZP . mais avec des rats suffisamment habitués aux

conditions du laboratoire (Expériences n08B et 9B). Cet effet anxiolytique se

manifeste par une augmentation de l'exploration des bras ouverts sans diminution du

nombre total d'entrées effectuées dans les bras.

Cette procédure s'avère très intéressante car grâce à deux paramètres, elle

permet de différencier l'activité sédative d'un traitement (nombre total d'entrées

dans les bras) de ses effets sur le niveau d'anxiété des animaux (temps passé dans les

deux types de bras, en sec . et en pourcentage) .
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Figure 64: Expérience n'WB: Effets du DZP (0-3 mg/kg, i.p, 30 mn avant le test) en
solution dans l'éthanol, chez le ra t Wistar, sur le nombre total de
marches montées, de redressements effectués (haut) et de défécations
effectuées (bas). *: p < .05, **: p < .0 1 par rapport au lot contrôle (test de
Mann-Whitney) .
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TRAITEMENT CONTROLE DZP 1 mg/kg DZP 2 mglk.g DZP 3 mglk.g

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASCI 3 ,0 0,5 2,3 0,7 2,3 0,6 1,8 0,5

ASC2 3,9 0,5 4 ,4 1,2 3,1 0,7 3 ,6 0,6

ASC3 4 ,0 0,8 4,3 1,2 3,6 1,0 3,9 0,8

IDfAS: la 9 -!J.. 10._9_ _ _ ...b2.. 2.9..____......1d..~._---_. -!zQ..

DffiCl 0 ,6 0,3 0,8 0,6 1, 1 0,4 0,6 0,6

DffiC2 3,0 0,7 4, 1 1,3 1,4 0,6 2 ,4 0,6

DI5C3 4,6 0,8 4 ,3 1,2 4,0 0,7 3,5 0,8

1UIIEiC . !!..J...___ .-1.1.. ~,.L_ _ . ..1&_.§.~-_....._ ....-1.1.. ~I.?....._......._ .._. ....LQ..

MARCHffi Tor .12..1_.__ _.ld.. ~Q.,9.._ _ _ _.2z.?_ 1~.•?..__..._ . _l.&.. ~.~.__......._.... 2 4...=:..:...

R+Rp l 7,0 0,7 5,0 0,7 5, 1 0,9 4,0 0,7

R+Rp2 6,0 0,6 5, 4 0,7 4,8 0,3 4,0 0,9

R+Rp3 5 ,5 2,1 4,9 0,4 3,6 0,5 5,0 1,3

fUTRB.._.__._....._ .... !.!..L _..._...._ .1,J._! ?..L ..._.__._ ..1Q.. 135 ** ._.U2. 13 a * 2 7
._-~------_.. _ 1.._ __ .... ............ .._c...

DEFI 1,4 1,8 0,0 * 0,0 0,3 0,3 0,0 * 0,0

DEF2 1, 5 1,9 0 ,6 0,4 0,0 0,0 0 ,1 0,1

DEF3 1, 1 1,2 1,8 a 0,6 0 ,0 * 0,0 0,0 * 0,0

rIQfDa:: _...._. 1&_ _ _ .t Q.. ~.:1 .._.3....._ . ...Q,2... 03 * ...9JJ... 01 * ...Q,.!....•_ 1.•••••••••_ _ ••_ ._ ._•••. ._ .1._._.••••...••..._._•...

TOlU 0,0 0,0 0,0 oc 0,0 0,0 0,0 0,0

TOIU 0,0 0,0 0, 1 0,1 0,3 0,3 0, 1 0,1

TOIL3 0,5 0,8 0,3 0,2 0,1 0,1 0, 1 0,1

JUfIQ.J!._ ___ .. Q.~ ........._ ._...- ...Q"§'...9..,_1........................ ...Q,~... .Q•.1................._..... ....9JJ... .9..,.~........................ 0 7
.•••••1:::...

LAT Ml 36,8 7,8 44,6 5,7 39,9 6,8 47,4 7,4

LAT MS 1241 58.3 1238 201 14 2 3 IS S 126 a 18.9

Ta b lea u 40: Expérience n'WB: Effets du DZP (0-3 mg /kg, i.p. 30 mn avant le test ) en
solution dans l'éthanol, dans le test de l'escalier, chez le rat Wistar. *: p <
.05, **: p < .01 par rapport au lot contrôle ; a: p < .05 par rapport à 2 et 3
mg/kg (test de Mann-Whitney ). N = 8 par lot.



1v. rEST DE L'ESCALIER

A. Expérience nOlOB Effet du Dze (1-3 ml:/kl:. j,p. 30 mn ayant le
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test) en solution dans l'éthanol chez le rat Wjstar

1. Matériel et méthodes

· Animaux : 32 rats mâles Wistar de 330-430 g (élevage du laboratoire) .

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p.• 30 mn avant le test

* Lot contrôle Ethanol à 100/0 (N = 8) ;

* Lots traités avec le DZP: 1 mg/kg (N = 8) ;

2 mg/kg (N = 8) ;

3 mg/kg (N = 8), en solution dans l'éthanol à 10%.

2. Résultats

L'analyse des résultats par le test de Kruskal-Wallis montre les résultats

suivants (DDL = 3, N = 32) :

· ASC1: H =2.40 ; N.S.

· ASC2: H =1.06 ; N.S.

· ASC3 : H =0.14; N.S.

· TOTASC: H = 1.28 ; N.S.

· DESCl: H =5.33 ; N.S.

· DESC2 : H =4.27 ; N.S.

• DESC3: H =0.90 ; N.S.

· TOTDESC: H = 1.64 ; N.S.

· MARCHES TOT: H =1.57 ; N.S.

R+Rpl H =7.28 ; N.S.

R+Rp2 H =3.36 ; N.S.

· R+Rp3: H =4.15; N.S.

· TOTRR : H = 8.17 ; P = .043

· DEFI:

- DEF2:

· DEF3:

· TOTDEF:

- TOlU:

· TOIL2:

- TOIL3 :

- TOTTOIL :

- LAT Ml :

LAT M5:

H = 10.00 ; P =.019

H =6.83 ; N.S.

H = 13.67 ; P =.003

H = 10.06 ; P =.018

H =0.00 ; N.S.

H = 1.08 ; N.S.

H =2.21 ; N.S.

H =0.47 ; N.S.

H =2.29 ; N.S.

H =0.34 ; N.S.

Des différences statistiquement significatives apparaissent uniquement

pour les redressements et les défécations (Tableau 40). Le nombre de marches

montées ou descendues n'est pas significativement modifié par le DZP aux doses

utilisées. Par contre. le DZP provoque une diminution dose-dépendante des

redressements et des défécations. statistiquement significative à partir de 2 mg/kg

(Figure 64). alors que l'activité exploratrice n'est pas significativement modifiée du
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TRAITEMENT CONTROLE DZP 1 mglkg DZP 2 mglkg DZP 3 mglkg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASC1 3,4 1,1 4,5 ab 0,8 0,3 * 0,2 1,8 1,2

ASC2 8,0 1,0 2,4 -a 0,7 0 ,5 *** 0,4 2, 5 * 1,9

ASCJ 6 ,6 1,9 1,5 *a 0,6 0,0 - 0,0 1,1 * 0,9

roosc 18,0.._ ..M- 84 **ab I-h!.. 08 *- ..M. 5 4 * .1,2..=L.:--._ _

IE:1 2,6 1,0 2,6 a 0,7 0,0 ** 0,0 1,6 1,1

DE50 7,4 1,1 2,5 - 0,9 0,8 *- 0,4 1,8 ** 1,6

IE:3 7,3 1,8 1,6 **a 0,8 0,0 *** 0,0 0,5 *** 0,5

rornsc 17...3 35 6,8 -ab ..1Q. 08 *- ~. 39 ** ..1.!...:<-'-"-__... -

MARCHFSTOf . 3 5. 3 6.2.. 15 1 **ab~. 1 5 *** ~~ 93 ** .1&.__L_ ._ _ _.1_ _ _ _ •• _.l:::••___... ... _ _

R+Rpl 4,8 0,7 2,8 *ab 0,4 1,3 - 0,3 1,9 * 1,0

R+Rp2 6,1 1,0 1,3 - 0,5 1,0 *- 0,3 1,5 ** 1,4

R+Rp3 7,4 1,2 1,0 *- 0,5 0,4 *- 0,4 0,9 - 0,7

TOTRR_ _ _ . !!hL..__.~.. 50 ***b 1 0,9 26 *- ~. 43 ** ..1,1-._=-...._- ::.e::-._ ._ ._ -=_ ........._....
DEFI 0,5 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0 ,1 0,1

DEF2 1,3 0,6 0 ,8 0,5 0,8 0,5 0,6 0,5

DIE 1,0 0,5 0,4 0,4 0,5 0,4 0,1 0,1

1U!DfF bL.__ _ J12.. .L~__ ._.___. ..M. !,~._......__ ....... ..9.!:t .Q.2-.._.................. ..Q&.
TOll.1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

TOIU 0,3 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,1 0,1

TOll.3 0,5 0,2 0 ,0 * 0,0 0,0 * 0,0 0 ,1 0,1

:rorro~__....... Q,.§................._ .......g.~.. 01 * ..Q,.!.. 00 ** ....Q.Q.. .Ql1...........~............. ..Qè..•_1._ ... . ._ •••••••_ .. . ..... .:::.1••__.. ... . . . ._ ..... . .. . .

lAT Ml 34,S 8,2 24 ,8 ab 5,7 133 ,3 ** 22,9 132,0 26,8

lAT MS 686 9,8 964 a 216 180 ° *** 00 142.9 243

MARCHE 1 MARCHE 5

Tableau 41: Expérience n'Il B: Effets du DZP (0-3 mg/kg, i.p, 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI, dans le test de l'escalier, chez le rat Wistar. *: p <
.05, -: p < .01, ***: p < .001 par rapport au lot contrôle; a: p < .05 par
rapport à 2 mg/kg; b: p < .05 par rapport à 3 mg/kg (test de Mann­
Whitney). N = 8 par lot.

Figure 6 5: Expérience n'Il B: Effets du DZP (0-3 mg/kg, i.p, 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI, chez le rat Wistar, sur le nombre total de marches
montées et de redressements effectués (haut) et sur la latence de montée
de la première el de la dernière marche (bas). *: 'p < .05, **: p < .01, ***:
p < .001 par rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



point de vue statistique (Tableau 40). Ce profil va dans le sens des observations de

Thiébot et al. (1973) et correspond à un effet de type anxiolytique.

Cette expérience montre que le DZP en solution dans l'éthanol. a un effet de

type anxiolytique. ne s'accompagnant pas d'effets secondaires. à partir de 2 mg/kg de

poids corporel.

B. Expérience n011B ; Effet du DZP (J -3 m2"/k2". Lp. 30 mn ayant le

test) en solution dans le DMI chez le rat Wistar

1. Matériel et méthodes

Animaux : 32 rats mâles Wistar de 250-350 g (IFFA-CREDO).

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p .. 30 mn avant le test

* Lot contrôle : DMI à 25% (N = 8) ;

* Lots traités avec le DZP 1 mg/kg (N = 8) ;

2 mg/kg (N = 8) ;

3 mg/kg (N = 8). en solution dans le DMI à 25%.

2. Résultats

Le test de Kruskal-Wallis, sur les 4 lots. montre les résultats suivants (DDL =
3. N =32) :
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- ASCl: H = 12.50 ; P = .0058

- ASC2 : H = 17.69; P = .0005

- ASC3: H = 15.66 ; P =.0013

- TOTASC: H = 19.56 ; P =.0002

- DESCl: H = 11.87 ; P = .0079

- DESC2: H = 16.42 ; P = .0009

- DESC3: H =21.78 ; p =.0001

- TaIDESC: H =20.70 ; P =.0001

- MARCHES TOT: H =20.16 ; P =.0002

R+Rpl H = 15.50 ; P =.0014

R+Rp2 H = 15.91 ; P =.0012

- R+Rp3: H = 19.82 ; P =.0002

- TOTRR: H = 18.40 ; P = .0004

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT MS:

H =1.81 ; N.S.

H =1.37 ; N.S.

H =3.81 ; N.S.

H =3.37 ; N.S.

H =3.00 ; N.S.

H =3.92 ; N.S.

H =9.87 ; P = .02

H =12.93 ; P =.0048

H =13.87 ; P =.0031

H =14.08 ; P =.0028

Lorsque le DZP est dissous dans une solution de DMI à 25%. le profil

comportemental des rats dans l'escalier est très différent de celui obtenu avec une

dilution dans l'éthanol (Expérience nOIOB). En effet. dans le cas présent. nous



observons une diminution de tous les paramètres observés, sauf des latences de

montée des marches qui augmentent. A l'exception des défécations. toutes ces

modifications sont statistiquement significatives (Tableau 41). Sous l'action du DZP, le

nombre de redressements effectués et de marches montées diminuent d'une manière

parallèle (Figure 65). On observe donc une nette diminution de l'activité exploratoire

et la diminution du nombre de redressements ne peut pas être assimilée. dans cette

expérience. à un effet de type anxiolytique du DZP.

En observant le comportement des animaux dans le dispositif. nous avons

pu constater une perte de l'équilibre et une démarche titubante dans les lots traités

avec le DZP. Les animaux montrent des difficultés pour monter les marches et pour se

redresser sur les pattes postérieures. La plupart des tentatives de redressement ou de

toilettage échouent en raison de cette perte d'équilibre.

Par contre. les rats du lot contrôle ne montrent aucune atteinte observable

de l'équilibre. Cet effet n'est donc pas dû au solvant seul, ni au DZP seul (comme le

montre l'expérience n? lOB), mais à l'association des deux substances .

Ces conditions expérimentales ne permettent pas de montrer les effets

anxiolytiques du DZP, ceux -ci étant probablement masqués par les effets secondaires

liés au véhicule d'injection. En conclusion, l'emploi du DMI comme véhicule

d'injection ne permet pas d'obtenir les conditions favorables à la mise en évidence

d'un effet de type anxiolytique avec le DZP. dans le test de l'escalier chez le rat Wistar.

Il faut noter que l'association DZP/DMI, dans le test de suppression

néophobique de la prise de boisson, n'avait pas empêché la mise en évidence d'un

effet de type anxiolytique avec le DZP. Cette différence pourrait s'expliquer par le

fait que la perte de l'équilibre observée après les injections n'affecte pas les

paramètres pris en compte dans le test de suppression néophobique de la prise de

boisson, contrairement aux paramètres mesurés dans le test de l'escalier. En d'autres

termes, l'effet titubant n'empêche pas le rat de boire le lait sucré, mais altère

considérablement sa capacité de se déplacer dans l'escalier.

C. Expérience n0128 ; Effet du DZP () -3 m2/k2. Lp. 30 mn ayant le

test) en solution dans le DMI chez le rat Lon2-Eyans

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 24 rats mâles Long-Evans de 350-450 g (JANVIER) .

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p., 30 mn avant le test

* Lot contrôle DMI à 25% (N = 8) ;

* Lots traités avec le DZP 1 mg/kg (N = 8)

2 mg/kg (N = 8)

3 mg/kg (N = 8). en solution dans le DMI à 25%.
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Tableau 42: Exp érience n'128: Effets du DZP (0-3 mg /kg, i.p. 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI, dans le test de l'escalier, chez le rat Long-Evans.•:
p < .05, -: p < .0 1 par rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney). N
~ 6 par lot.

TRAITEMENT CONTROLE DZP 1 mg/kg DZP 2 mg/kg DZP 3 mglkg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASCI 7,3 0,7 5,5 1,9 4,0 1,3 4 ,3 1,6

ASC2 6,5 2,1 6,0 1,8 4 ,7 1,1 4,7 1,8

ASC3 3,8 1,4 3,3 1,5 2 ,3 1,1 2,7 1,8

lOfAS: 17,7 .~- .14,8_ _ _ . 38. 11,0 J..ll. ..!.!&1-____..1,2.

oesci 4,0 1,3 3 ,3 1,4 2 ,7 1,4 3,0 1,4

DffiC2 4 ,8 1,2 5,5 1,9 4,5 1,2 4,7 2,0

0&3 6,2 2,3 3,0 1,1 1,7 1,1 2 ,7 1,5

'IOll:B: 15.0 43 .! .Y _ - - .l&. M-_ _ _ .l.§.. 101~_ _ _ .sz
}{ARClŒS Tor 3 2, 7 ..M. .?&? .Z.J. 19~.__..__ 2J._22,0_._ _ _ . .2&.
R+Rpl 7 ,7 0,8 4,0 • 0,7 3,8 • 0,9 2,3 •• 0,7

R+Rp2 7,8 1,2 4 ,5 1,3 2 ,5 •• 0,4 1,8 •• 0,4

R+Rp3 5,7 0,5 3,0 1,2 1,7 0,4 2,3 1,6

~_._...._.__..._.. 21•.L __....._.......1.1. 11 5 • . .JZ. !,Q_..._._-~~_... J.d.. 65 - ...1.2.._~._---_....._... .=1._._....._..._ ......

DEr1 2,0 0,5 0,0 •• 0,0 0,0 •• 0,0 0 ,7 0,4

DEF2 i .o 0,4 0 ,3 0,3 0 ,5 0,3 0,2 0,2

DEF3 i .o 0,4 0 ,5 0,3 0,2 0,2 0,8 0,7

'lUIDfT _ _ _ w._ _ _...M. 08 • ..Q.'?'. S1?_ _ ._.~~__.. J1~.. 1 7 • -Q&._ 1_ ..._ _ .. _ ..::...t.:_ ._....._..__

TOlU 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

TOIl2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

TOII3 0,5 0,2 0,3 0,2 0 ,0 0,0 0 ,0 0,0

.:rçmDIl.__._ Q..L__.___ ....QJ.. Qè____._.____. ..Q.I. Q•.Q............__..._... ..9..Q.. S1Q.____....__._.... ..Q.Q.

LAT Ml 8 ,5 4,5 48,7 • 27,5 39,S •• 7,8 55,S • 26,5

IATM5 163 53 635 • 25.0 1055 • 258 110 2 •• 313

DEFECATIONS

Figure 66: Exp érience n'128: Effets du DZP (0-3 mg/kg, i.p, 30 mn avant le test) en
solution dans le DMI, chez le rat Long-Evans, sur le nombre total de
marches montées et de redressements effectués (haut), su r la latence de
montée de la première et de la dernière marche (milieu) et sur le
nombre de défécations effectuées (bas).•: p < .05, ."': p < .01 par rapport
au lot controle (test de Mann-Whitney) .



2. Résultats

L'analyse des résultats, présentés dans le Tableau 42, par le test de Kruskal­

Wallis montre les résultats suivants (DDL = 3. N = 24) :
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- ASCl: H =3.65 ; N.S.

- ASC2: H =0.98 ; N.S.

- ASC3 : H =0.79; N.S.

- lDTASC: H =2.47 ; N.S.

- DESC1: H =0.72 ; N.S.

. DESC2 : H =0.31 ; N.S.

- DESC3: H =3.01 ; N.S.

- TOIDESC: H =1.49 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =2.08 ; N.S.

R+Rp 1 H = 12.67 ; P = .0054

R+Rp2 H = 11.03; P =.0116

R+Rp3 H =7.78 ; P =.0508

- TOTRR: H = 13.49 ; P = .0037

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOIDEF:

- TOlU:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOT1DIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H =13.15 ; p =.0043

H = 4.18 ; N.S.

H =2.96; N.S.

H = 10.55 ; P =.0145

H = 0.00 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.

H =6.54 ; N.S.

H =6.54 ; N.S.

H =8.97 ; P =.0297

H = 11.09; P =.0113

Dans cette expérience, nous avons appliqué exactement les mêmes

conditions que dans l'expérience n? lIB. Seule la souche de rat employée était

différente . Or, avec le rat Long-Evans, nous n'obtenons pas exactement le même

profil comportemental qu'avec la souche Wistar. En effet, nous observons une légère

diminution de l'activité exploratoire (marches montées ou descendues) mais non

significative du point de vue statistique (Figure 66). Par contre, les redressements et

les défécations sont nettement moins fréquents dans les lots traités avec le DZP et ces

diminutions sont statistiquement significatives (Tableau 42) . Il semble donc que le

DZP présente, dans ces conditions. un profil plus proche du profil de type

anxiolytique que dans l'expérience précédente avec le rat Wistar. En effet. les deux

paramètres. redressements et marches montées, n'évoluent pas d'une manière

rigoureusement parallèle (Figure 66). Les redressements diminuent ,d'une façon plus

marquée, statistiquement significative aux trois doses testées, alors que le nombre de

marches montées reste pratiquement stable aux trois doses . Toutefois, le traitement

provoque, comme chez le rat Wistar, une augmentation statistiquement significative

des latences de montée des marches (Figure 66).

La perte d'équilibre liée au solvant d'injection est nettement moins

marquée chez le rat Long-Evans. Cette souche de rats semble un peu moins sensible à

l'effet du DMI que la souche Wistar. Le rat Long-Evans étant beaucoup plus actif que

le rat Wistar, ceci explique peut-être la différence d'effet sur le nombre de marches

montées.



En comparant les données des lots contrôles des expériences n? Il B et 12B

(c'est-à-dire rats Wistar et Long-Evans, respectivement), on constate que les nombres

totaux de marches montées ou descendues sont comparables, de même pour les

redressements, les défécations et les toilettages. Les seules différences notables se

situent au niveau des latences de montée des marches qui sont nettement plus courtes

chez le rat Long-Evans (environ quatre fois plus faibles) et ceci pour les deux

latences mesurées. Lorsqu'on compare leurs activités locomotrices minute par

minute, on constate que les rats Long-Evans sont plus actifs en début qu'en fin de

test, alors que les rats Wistar sont plus actifs pendant les deux dernières minutes du

test que pendant la première. Donc, le rat Long-Evans monte plus rapidement les

marches de l'escalier et présente moins d'aversion pour la montée des marches que le

rat Wistar, mais l'activité exploratrice totale et l'activité générale sont comparables

pour les deux souches dans la situation du test.

Par contre. en ce qui concerne les lots traités avec 2 mg de DZP par kg, le

rat Wistar ne monte pratiquement plus les marches (0.8 ± 0.4 en 3 mn), alors que le

rat Long-Evans monte, en moyenne, Il marches (± 2.5) en 3 mn. La souche Long­

Evans semble donc moins sensible à l'effet déséquilibrant du solvant et, mise à part

l'augmentation de la latence de montée des marches, le comportement des rats dans

cette expérience pourrait être assimilable à un profil de type anxiolytique, puisque le

nombre de marches montées ou descendues n'est pas significativement modifié du

point de vue statistique alors que le nombre de redressements effectués diminue de

manière statistiquement significative.

D. Expérience n013B ; Effet du DZP (0,5-1 m~/k~. Ly, 30 ron ayant
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le test) en solution dans le mélan~e Transcutol 30 %.

10 % chez le rat Wistar

1. Matériel et méthodes

- Animaux 32 rats femelles Wistar de 200-270 g (élevage du laboratoire).

Tween80

Traitements Ils sont réalisés par voie i.v., 30 mn avant le test

* Lot témoin NaCI 9%0 (N =8) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 8)

* Lots traités avec le DZP 0.5 mg/kg (N = 8)

1 mg/kg (N = 8), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.
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TRAITEMENi TEMOIN CONTROLE DZP DZP
0 .5 ma/ka 1 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASC1 5,5 0,3 6,0 0,8 4,1 1,1 4,0 1,2

ASC2 8,8 0,9 6,1 1,0 3,1 ""* 1,2 2 ,9 00 1,0

ASC3 7,1 0,9 6,9 1,3 0,4 000,*** 0,2 3,0 0* 1,4

lUfASC ___ ~~:l~ .._ ... ._. 1~... 19.0_ _ _ . ..?&. 7 6 000** ..bQ. 99 0 .M.._~- -,-----
DE5C1 3,6 0,6 2,6 0,6 3,3 0,8 2,8 0,9

DE5C2 7,5 0,7 6,4 1,4 2,9 00 1,0 3,8 1,4

DE5C3 7 ,9 0,9 7 ,0 1,4 0,6 000* * 0,4 2,5 00* 1,1

~._........... 12•.Q....__ _.__ ..1,1.. J:.§.,.Q.......___. -~. 68 0....* ..M. 2,.Q_.::.__.._ _ ..w...•.•z.=:::...-•.•_ _ •

MABCI!I5IQL. 1,Q•.1........._....... ...f,.?...~2•.9____ . ..?.~.. 14 4 000** .22.. }Jb.2_:___._J?,J..•.. '-'L.:._ .. .___•__

R+Rpl 7,1 0,7 8,4 0,6 3,4 00*. 0,8 4,1 ....* 0,9

R+Rp2 11 ,5 1,2 10,3 1,4 3,1 000** 1,0 4,3 0 1,7

R+Rp3 14,8 0,8 12,0 0,9 2,1 000** 1,1 2,3 0 0 0 * * 1,2

TOfRR ~}•.1................... ...?&. ~.9..r.§._....._........Ji!.. 8 6 000*** .1d. la 6 000* * .A?..._............._..............._.... ....~._-_..__.._. ._._.1.._.._ .._ ._._._...

DEFI 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Dm 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

DEF3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3

I9..!1?!:f................._.... 9..,.9....................... ..Q&. Q,.Q................_... ..Q,9... .Q•.!L...._................. ...9&. Qè..._._._._....... ..Q,.~..
TOlU 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

TOlU 0,3 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

TOI13 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,2 0,1 0,1

1QITQ!!:................... 9.•.~...................... ..Q,},.. Q,.1.................._.. 04 .Q.1........._..........._..... ..Q,?:.. Q,.!........_.._..__........ ..9.,.!...._.1..••.

lAT Ml 10,1 1,9 19,3 0 2,4 35,0 20,8 46,6 0 20,0

lATM5 56 1 8.3 623 7,9 97 .0 25,6 1281 256

Tableau 43: Expérience n013B: Effets du DZP (0-1 mg/kg, i.v. 30 mn avant le test) en
solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de
l'escalier, chez le ra t Wistar. * : p < .0 5, ** : p < .0 1, ***: p < .001 par
rapport au lot contrôle; a: p < .0 5 par rapport au lot témoin (test de
Mann-Whitney). N = 8 par lot.

Figure 67: Expérience n013B: Effets du DZP (0-1 mg/kg, i.v. 30 mn avant le test) en
solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, chez le rat
Wistar, sur le nombre total de marches montées et de redressements
effectués (haut) et sur le nombre total de marches descendues (bas). ** :
p < .01, ***: p < .001 par rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney) .



2. Résultats

L'analyse par le test de Kruskal-Wallis montre les résultats suivants (DDL =
3, N =32) :
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- ASC1: H =4.24; N.S.

- ASC2: H = 14.02 ; P =.0029

- ASC3 : H = 16.63 ; P = .0008

- TOTASC: H = 16.04; P =.0011

- DESC1: H =1.08 ; N.S.

- DESC2: H =9.55 ; P = .0228

- DESC3: H = 18.30 ; P =.0004

- TOTDESC: H = 14.59 ; P = .0022

- MARCHES TOT: H = 15.31 ; P =.0016

R+Rpl H = 17.19; P = .0006

R+Rp2 H = 16.13; P =.0011

R+Rp3 H =23.34 ; P =.0001

- TOTRR: H =22.57 ; P = .0001

- DEFI :

- DEn:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOlU:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOll....:

- LAT Ml :

LAT MS:

H =0.00 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.

H =3.00 ; N.S.

H =3.00 ; N.S.

H =2.07 ; N.S.

H =3.92 ; N.S.

H =2.39 ; N.S.

H =2.20; N.S.

H =8.50 ; P = .0367

H =3.48 ; N.S.

Les lots témoin et contrôle ne diffèrent que par une augmentation de la

latence de montée de la première marche dans le lot contrôle (Tableau 43). Le solvant

d'injection ne modifie donc pratiquement pas le comportement des animaux dans

cette expérience . En ce qui concerne les lots traités avec le DZP, on observe, par

rapport aux lots témoin et contrôle, une diminution du nombre de marches montées

et descendues, significative uniquement à la plus faible dose (Figure 67). Le nombre

de redressements effectués diminue d'une manière statistiquement significative avec

0.5 et 1 mg de DZP par kg. mais là encore, la diminution est moins marquée à la plus

faible dose testée (Figure 67). La latence de montée des marches 1 et 5 a tendance à

augmenter avec le DZP. mais n'atteint pas le niveau de significativité statistique. Par

conséquent. aucun effet de type anxiolytique ne peut être mis en évidence avec 0.5 et

1 mg de DZP par kg. lorsque l'injection est réalisée par voie i.v., 30 mn avant le test.

Par contre, on observe un effet sédatif se manifestant par une diminution de

l'activité locomotrice et exploratrice par rapport aux lots témoin et contrôle, qui

pourrait être lié soit au DZP . soit au véhicule d'injection, soit à la combinaison des

deux. La comparaison des lots témoin et contrôle montre qu 'il ne s'agit pas d'un effet

lié uniquement au véhicule. et les résultats des expériences précédentes suggèrent

qu'il ne s'agit pas d'un effet lié uniquement au DZP. En effet, lorsque le DZP est

administré en i.p . en solution dans l'éthanol (expérience nOlOB), il montre un profil

de type anxiolytique, sans effet sédatif avec des doses plus importantes (2 et 3

mg/kg) . Par contre . lorsqu'il est administré soit en i.p. en solution dans le DMI (1-3



Expérience n014B: Effets du DZP (0-0.4 mg/kg, i.v. 60 mu avant le test)
en solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, chez le rat
Wistar, sur le nombre total de marches montées et de redressements
effectués.

0.4 mg/kg

o marches montées

redressements

0.2 mg/kg0.1 mg/kg

1"\1\\11\\1
CONTROLE

Figure 6 8 :

30

020
~
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~

Z
Z
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TRAITEMENT CONTROLE DZP 0.1 mglkg DZP 0.2 mglkg DZP 0.4 mglkg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASCI 1,9 0,6 2,5 0,5 3,0 0,8 2,0 0,4

ASC2 4,6 0,7 5,1 1,0 5,1 1,2 4,4 0,9

ASC3 6 ,3 0,9 6,6 0,8 7,9 1,3 6 ,5 0,8

lOfA'iC _ _ _._
~'-~-- --l&.. .__-!.1.~...__ .1.Q.. _ _1§',.Q.._ _ ...b2.. __ .B...2..._ _.!d..

DffiCl 0,1 0,1 0,6 0,5 1,4 0,6 0,5 0,3

D&2 4,3 0,9 4,9 1,0 4,9 1,1 3,3 0,6

D&3 5,9 1,0 6,3 1,0 7,1 0,7 5 ,9 1,0

~--_.._. _._.1.9.1.2..__1.&. .__ .!l..!L_ ..1.,2.- _ ..1].,_'L_. _!.~. ...._ .2...Q........__ .l d_
~qi~'LT..qL... ..........~1.,.Q...._. 22_ .__._;?.§.Q.._....- _.~,~. ._...._.1.~,.1__ ......1&.. _._...22•.~L..._.. ...~,.1..
R+Rpl 5 ,5 0,6 5,8 0,7 6 ,6 0,7 4,9 0,5

R+Rp2 7,8 1,7 9,0 1,5 7,1 1,1 6,8 0,9

R+Rp3 10,3 1,4 11,3 0,8 10,8 1,7 8,0 1,0

~.._.__......._. ._.._.n.,.~.....__...l.,Q.. ....._.._~.§&..._.... ....!,~L _ .._~.1,.~......_....._f,2.. .__......!.2...L...... ....!L.~...
DFF1 0 ,3 0,3 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1

Dm 0 ,4 0,4 0,0 0,0 0,9 a 0,4 0,0 0,0

DFF3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,5 0,3 0,0 0,0

~..__._.._._.._... ...._.....Q&._- _.J~.~_. 00 . ...QlL .__...._..!.•~._._..........m....._...._.Q.,J........._. ...Q,L.•__._ ••••••1.__ ... .. ... ...

TOlU 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

TOIU 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0

TOI13 0,5 0,3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,4 0,3

:mIIQ!!,......_.............. .............Q•.Q_....._....._9.â.. ...._.......Q.,.~......._... ...Q,.~.- ......_.....Q•.!.................9.1... ...........9.,.1............ ...Qè..
LATMl 59,1 15,1 34,S 5,9 30,6 6,5 42 ,3 7,1

LATMS 118 8 14.2 111.6 139 1134 184 1300 133

Tableau 44: Expérience n' l -1B: Effets du DZP (0-0.4 mg/kg, i.v, 60 mn avant le test)
en solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test
de l'escalier, chez le rat Wistar. a: p -c .05 par rapport à 0.1 et 004 mg /kg
(test de Mann-Whitney). N = 8 par lot.



mg/kg ; expérience nOllB), soit en Lv. en solution dans le mélange Transcutol /

Tween80 (0.5-1 mg/kg ; expérience n° 13B), il ne montre plus un profil de type

anxiolytique, mais un effet sédatif. Il semble donc que la combinaison du DZP avec

. .. ce.rt a i n s . .co l vants .. e mjaâche .l.a . .mice ..en·· . év.id a n c e d'une activité anxiolytique .

Etant donné que le solvant seul ne montre aucun effet dans le test de

l'escalier lorsqu'il est administré 30 ou 60 mn avant le test (expériences n04A et SA) ,

mais que les valeurs des différents paramètres observés sont plus proches de celles

des témoins après 60 mn qu'après 30 mn, il apparaît que l'évaluation de l'effet du DZP

et des SLC, qui sont supposés avoir des effets de longue durée. pourrait être plus

profitable avec un délai de 60 mn entre le traitement et le test. De plus, les doses

employées dans l'expérience n° 13B étaient peut-être trop élevées pour pouvoir

produire un effet anxiolytique dépourvu d'effets secondaires .
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E. Expérience Effet du DZe (0.1-0.4 me/ke. Ly, 60 mn

ayant le test) en solution dans le mélanee Transcytol

Tween80 10 % chez le rat Wistar

1. Matériel et méthodes

30%.

- Animaux : 32 rats femelles Wistar de 150-200 g (élevage du laboratoire).

- Trai tements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test :

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 8)

* Lots traités avec le DZP 0.1 mg/kg (N = 8)

0.2 mg/kg (N = 8)

0.4 mg/kg (N = 8), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2 . Résultats

Dans cette expérience, le délai entre traitement et test a été amené à 60 mn,

au lieu de 30 mn. De plus, le DZP a été administré à des doses plus faibles que dans

l'expérience précédente.

Les résultats de cette expérience sont reportés dans le Tableau 44. Le test de

Kruskal-Wallis, effectué sur l'ensemble des données, montre les résultats suivants

(DDL =3, N =32) :

- ASC1 :

- ASC2:

- ASC3:

- TOTASC:

H =1.52 ; N.S.

H =0.87 ; N.S.

H =0.62 ; N.S.

H =0.73 ; N.S.

- DEFI :

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

H =1.08 ; N.S.

H = 9.30 ; p = .0256

H =6.76 ; N.S.

H =6.95 ; N.S.



- OESC1: H = 7.08 ; N.S.

- OESC2 : H =1.72 ; N.S.

- OESC3: H =0.85 ; N.S.

- TOIDESC: H = 1.84 ; N.S.

- MARCHES TOT : H =1.21 ; N.S.

R+Rp1 H =3.72 ; N.S.

R+Rp2 H = 1.27 ; N.S.

R+Rp3 H =4.73 ; N.S.

- TOTRR: H =4.35 ; N.S.

- TOILl:

- TOIL2 :

- TOIL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT MS:

H =3.00 ; N.S.

H =2.21 ; N.S.

H =4.04 ; N.S.

H =2.75 ; N.S.

H =4.90 ; N.S.

H =0.75 ; N.S.
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La seule différence statistiquement significative détectée se situe au

niveau des défécations effectuées pendant la deuxième mn du test : les rats traités

ave c la dose intermédiaire (0.2 mg/kg) effectuent plus de défécations que les deux

autres lots traités avec le OZP. Ni les redressements, ni la montée des marches ne sont

affectés par le OZP aux doses testées (Figure 68). On n'observe donc aucun effet sur

l'activité locomotrice et exploratrice. avec 0.1, 0.2 et 0.4 mg de OZP par kg de poids

corporel. Il n'y a ni sédation ni effet de type anxiolyse.

La diminution générale de l'activité observée dans l'expérience précédente

(Tableau 43) avec 0.5 et 1 mg de OZP administrés 30 mn avant le test, a donc disparu

après 60 mn et les doses employées dans l'expérience présente étaient probablement

trop faibles pour induire des modifications observables du comportement des

animaux dans le test de l'escalier.

F. Expérience n015B Reproductibilité des effets du DZP (0.8

m2(k2. Lv. 60 mn avant le test) en solution dans le mélan2e

Transcutol 30%. Tween80 10%. chez des rats Wistar arrivés au

laboratoire 1 semaine avant l'expérience

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 56 rats mâles Wistar de 130-180 g (IFFA-CREOO) arrivés au laboratoire 1

semaine avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test:

* 3 lots contrôles : Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (NI = 7, N2 = 12,

N3 = 10) ;

* 3 lots traités avec le OZP 0.8 mg/kg (NI = 7, N2 = 10, N3 = 10), en solution dans le

mélange Transcutol 30%, Tween80 10%.



EXPERIENCE 0 " 1 0" 2 0 " 3

TRAITEMENT CONTROLE OZP CONTROLE OZP CONTROLE OZP

0.8 mIU kz 0.8 mIU k2 0.8 mg/Ica

PARAM ETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASel 2,0 1,0 2,1 0,9 3,0 0,5 3,4 0,5 2,3 0,6 3,6 0,7
N;C2 2,4 0,8 3 ,4 0,9 5,2 0,5 5 ,1 0,6 3 ,7 0,9 4,3 0,9
ASC3 3 ,3 0,6 2,1 0,9 5,1 0,7 4,3 0,9 2,9 0,7 5,2 1,1
1UI'A9: 7,7 17 77 ,..bQ.. ll,_3 ___ WJ- 11.&.___ L1â-.~ , 9 ~,2- ll.1 ~,Q..

DffiCl 0 ,9 0,4 1,6 0,9 0,7 0,3 2,0 • 0,5 1,3 0,4 2, 2 0,6
DffiCZ 2,1 0,8 2,0 0,9 3 ,8 0,5 4,7 0,7 1,5 0,6 3,6 • 0,8
DffiC3 3 ,3 0,7 2,3 0,7 6,0 0,7 3 ,9 1,0 4 ,2 0,6 5,3 1,2
1UIL'{OC §,3 L'> 2, 9 L~ 1.2..L_ _ W&... .!Q&.._ - J,L I....Q l,L .11 ..!-__ _2,1_
~CHffi TOT 14.0 3.2 13,.~_ _ ...1J.. .23,8 22 234 JrL 12.,J__.:.- 1&. 24,2 ~-.._ -
R+Rp l 5 ,6 0,9 4,4 1,2 6,6 0,6 6,2 0,9 5,6 0,6 5,2 0,7
R+Rp2 7,3 0,8 3,9 1,1 7 ,9 1,0 7,8 0,8 5 ,8 0,9 7,3 0,6
R+Rp3 9,4 1,1 3,1 •• 1,2 9,7 1,1 7,5 1,2 8,3 1,6 6,4 1,3

:f.OTRR ~b_3_ _ _ lbJ- 11 4 • -~&.. .~1d....._.__ 1,9... .U ,.L__ ~,Q.. 19,..7_ _ _ . -~~- !.~,.2.._.._._... ...~,Q...=-=----
DfFl 0,3 0,2 0,9 0,6 0,1 0,1 0 ,4 . 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0
Dm 1,4 0,7 0,4 0,3 0 ,3 0,3 1,1 • 0,5 0,6 0,4 1,2 0,8
DIE 1,4 0,4 0,3 * 0,2 0,5 0,4 0 ,6 0,3 0 ,8 0,6 0,2 0,1
IQ1W_ ____ ~.,_1_ _ .._ ,...!.9..J.,.~.-..- ...-.......!.rQ.. 9.1.~.._ __.. .QL ~.,..! ._--_.- _QrZ.. .!I..?...._._............ ...QI.~. .!.I..~.._--_......... ...Q,.!!...
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,1 0,1
TOlU 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0 ,1 0,1 0 ,5 0,3 0,0 0,0
TOIL3 0 ,3 0,2 0 ,1 0,1 0,7 0,1 0,6 0,2 0 ,0 0,0 0, 4 0,2
JQ.ITQ!L_ _ .__ Q.,6 02 0,4 _92 lQ,.§- - - .92. Q,..!-_-- - ,..QJ.. 9....?____. _Q2.- .Qt.1.__..___... ...Q,I..
lAT Ml 47,3 16,8 61,1 24,7 35 ,2 7,0 22,0 4,3 30,7 5,9 16 ,4 2,8
lAT MS 1300 22.6 1134 290 1003 12 1 103.1 153 938 172 966 188

Tableau 45: Expérience n' 15B: Reprod uct ibilité des effet s du DZP (0.8 mg/kg, l.v, 60 mn avan t le test ) en solution dans le mélange
Transc uto l 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des ra ts Wistar arri vés au lab orat oire 1 semaine avant
l'expéri ence. *: p < .05, **: p < .01 par rapport au lot contrôle corres pondan t (test de Mann -Whit ney) . N = 7 à 12 par
lot.
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EXPERIENCE n° 1
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Figure 69: Expérience nOI5B: Reproductibilité des effets du DZP (0,8 mg/kg, Lv. 60
mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80
10% sur le nombre total de marches montées et de redressements
effectués, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 1 semaine avant
l'expérience. *: p < .OS par rapport au lot contrôle correspondant (test de
Mann-Whitney). .



Trois expériences successives ont été réalisées avec le DZP à la dose de 0.8

mg/kg, comparé à un lot contrôle à chaque expérience. afin de tester la

reproductibilité des effets du DZP dans le test de l'escalier.

2. Résultats

Les 2 lots de chaque expérience. contrôle et DZP. ont été comparés avec le

test de Mann-Whitney. dont les résultats significatifs sont reportés dans le Tableau

45. Dans la prermere expérience. le DZP induit une diminution du nombre de

redressements pendant la troisième mn du test et pendant la durée totale du test

(Figure 69). De plus. le DZP diminue le nombre de défécations pendant la troisième

mn du test (Tableau 45). Les autres paramètres. notamment le nombre de marches

montées. ne sont pas modifiés par le DZP. Dans la deuxième expérience par contre. le

DZP ne modifie significativement, ni le nombre de redressements effectués, ni le

nombre de marches montées (Figure 69). Il augmente le nombre de marches

descendues pendant la première mn du test et le nombre de défécations pendant la

deuxième mn du test (Tableau 45). De même. dans la troisième expérience. ni le

nombre de marches montées. ni le nombre de redressements effectués ne sont

affectés par le DZP (Figure 69). Dans cette dernière expérience. la seule différence

statistiquement significative par rapport au lot contrôle est le nombre de marches

descendues pendant la deuxième mn du test celui-ci est multiplié par 2 dans le lot

traité avec le DZP, par rapport au lot contrôle (Tableau 45).

Même au sein des 3 lots contrôles. on observe des variations importantes.

Le nombre total de marches montées et descendues. par exemple. varie entre 14.0 ±

3.2 (moyenne ± E.S.) dans la première expérience et 24.2 ± 2.0 dans la deuxième.

Pourtant, les animaux ont la même origine dans les 3 expériences (élevage

standardisé d'IFFA-CREDO) et, après leur arrivée au laboratoire. ils ont été habitués

aux conditions d'élevage pendant une semaine.

Par conséquent. il semble que cette période d'habituation soit insuffisante

pour permettre l'obtention de résultats comportementaux reproductibles. d'une

expérience à l'autre. Dans les expériences suivantes. cette période d'habituation a été

amenée à 2 semaines.
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o avec handling

CONfROŒ DZP 0.8 mglkg
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00*
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Expérience n"16B: Influence du handling sur les effets du DZP (0.8 mg/kg. Lv. 60 mn avant le tes t) en so lu tion dans
le mélange Transcuto l 3096. Tween 80 lO%. da ns le test de l' esca lier. chez des rats Wistar arrivés au lab oratoire 2
semaines avant l'expéri ence. '": p < .05. - : p < .0 1 par rapport au lot témoi n correspondant; . : p < .OS. ,.....: p < .0 1 par
rappo rt au lot con trô le co rrespondant: a : p < .OS par rapport au lot sans han dling corresp ondant (tes t de Ma n n­
Whitney). N - 9 à 13 par 101.

T RAITE MENT TEMOIN CONTROLE OZP 0.8 ml<!l<~

HANOLING SANS AVEC SANS AVEC SANS AVEC

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASCI 3 ,3 0.5 1,6 0.5 3 ,8 0.5 2 ,2 0,6 3,6 0,7 2,4 0,7
ASC2 5 ,3 0.7 3 ,8 0,6 5,2 0,7 4,5 1,1 5,5 l,O 3 , 1 0,9
ASC3 4,8 0,6 5,2 0,8 5,9 0,7 6 ,1 l,l 4,2 1,0 4,2 0,9
lUTASC 133 l 4 10 ,7 . ld.. 14 ,8 . 1~ 128 ..& n ...L _:__ .~d- 2.!!_ _ _ W.2..
DEOCI 0,7 O~ 0,5 O~ 1,5 0,4 0 ,8 0,3 2,4 ' 0,6 0 ,8 a 0,4
DEOC2 5 ,2 0,6 3 ,1 0,6 5 ,8 0,8 4,2 ro 4 ,2 0,7 3 ,0 0,6
œ;o 5,0 0,8 4,5 0,6 5 ,6 0.5 5,3 1,1 4,3 0,8 4,8 1 ~

= 10 8 13 .!!._1_ _ _ c1.LH ._8__ ....!.J.. 10 ,3 2.2 1 9 8 1.t2.- M _ _ _
~

MARCHES lUT 24 2 26 188 2:4 277 27 23 1 S!.... 241 4~ 1.!!.3_ __.22.
R+Rpl 7 ,1 1,1 6 ,1 0,7 8 ,3 0,6 6 ,3 o,a 6,2 0,6 5,0 o,a
R+Rp2 6 ,9 0,7 8,5 l,l 10,2 l,U 8,3 Il,6 6,1 00 Il,8 5,3 '. 0,9
R+Rp3 10 ,6 U 10,7 I~ 10,4 l,l 10 ,8 I~ 5,1 .~. l,l 6,9 i.z
lUfRR 246 -1§...~.L- ..1.L ~~L--... ..1,1 . .lid...___ .1,2,J.Ir3 ... 2,0.. .!Z!L _::.__._. ..1.~
08'1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,6 • 0,3 0,2 0,2
08'2 0 ,5 0,4 0,2 O~ 0,0 0,0 0 ,6 0,4 0 ,5 0,3 2,1 0,7
0 8'3 0,9 0,4 0 ,3 O~ 0 ,4 0,3 0 ,6 0,4 0 ,4 O~ 1,0 0.5
1UJDEF ~....L-- ...Q,8 0 5 0,3 0,:1_ _ _ _ - QJ... .1._2___ .si . !.,.~. ._- _Qi! .~.t_3_::..~.__. ..Q,~.
~~--- 0,0 0.0 0 ,2 o. i 0,0 0,0 0 ,0 Il,O 0 ,0 0,0 0 ,0 0,0
TOlU 0 ,3 0,1 0 ,2 0,1 0,1 0,1 0,4 o. i 0 ,2 0,1 0 ,2 ui
TOlU 0 ,6 0.2 0, 5 O~ 0,7 O~ 0 ,5 O~ 0 ,3 O~ 0,4 O~

1UITOIL. 08 0,3 0 ,8 02 08 ...Qd. Q,9 ...!?cl_Q,i_ .Q,~ .0....L- O~.

lAT MI 31 ,6 4,3 58, 9 11,4 28,6 2,9 54,7 13.8 40 ,3 13,9 4 8,7 13,9
lAT MS n08 145 13 1 3 11.5 7 50 10 7 1285 l5,3 918 18,9 1213 204

Tableau 46:

TEtvIOIN CONfROLE DZP 0.8 mglkg

NOMBRE DE DEFECATIONS EFFECTUEES

Figure 70: Expérience n' 16B: Infl ue nce du handling su r les effet s du DZP (0 .8
mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) en sol ution dans le mélange Transcutol
30% , Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au labo ra to ir e 2
semaines avant l'expérience, sur le nom bre total de marches montées
(haut) , de redressements (milieu) et de défécations (bas) effectués. 0: p <
.05 , °°: p < .0 1 par rapport au lot témoin correspondant; *: p < .05, **: p <
.01 par rapport au lot contrôle correspondant (test de Mann-Whitney).
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arriyés au laboratoire 2 semaines ayant
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- Animaux : 70 rats mâles Wistar de 150-200 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test :

* Lots témoins : NaCI 9%0 (N = 12 sans handling et N = 13 avec handling) ;

* Lot contrôles : Mélange Transcutol 30%. TweenSO 10% (N = 12 sans

handling et N = 12 avec handling) ;

* Lots traités avec le DZP O.S mg/kg (N = 12 sans handling et N = 9 avec

handling), en solution dans le mélange Transcutol

30%, TweenSO 10%.

La procédure de handling a consisté à peser chaque rat 2 fois par semaine ,

c'est-à-dire 4 fois avant l'expérience . la dernière pesée ayant lieu 24 havant

l'expérience. Les lots sans handling sont pesés une seule fois, 24 havant

l'expérience. De plus, chaque rat des lots avec handling est disposé individuellement

dans une cage inconnue, pendant 1 h, une fois par semaine . c'est-à-dire 3 fois en

tout, le dernier séjour ayant lieu le jour de l'expérience, pendant l'intervalle

séparant le traitement du test. Les rats sans handling séjournent dans la cage

individuelle une seule fois , le jour de l'expérience , pendant l'intervalle séparant le

traitement du test.

2. Résultats

Etant donné l'hétérogénéité des résultats obtenus avec le DZP lors de

l'expérience n? 15B . nous avons tenté d'améliorer la reproductibilité des résultats en

modifiant la durée du séjour des animaux au laboratoire avant l'expérimentation. En

effet, les animaux utilisés dans la série d'expériences précédente n'avaient disposé

que d' 1 semaine d'habituation aux conditions du laboratoire, avant l'expérience. Cette

durée nous ayant semblé insuffisante, nous avons testé le DZP avec des rats ayant

séjourné pendant 2 semaines dans la salle d'expérimentation. De plus, la moitié des

rats a subi une procédure de handling pendant les 2 semaines précédant

l'expérience, afin de vérifier l'existence d'une incidence de la manipulation

préalable des animaux sur leur comportement dans le test de l'escalier. avec ou sans

traitement benzodiazépinique.



Le Tableau 46 présente les résultats obtenus pour chaque paramètre pris

en compte. Ces données ont été analysées à l'aide du test de Kruskal-Wallis et ont

donné les résultats suivants (DDL = 5, N = 70) :
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- ASCl: H = 10.88 ; N.S .

- ASC2: H =5.05 ; N.S.

- ASC3: H =4.47 ; N.S.

- TOTASC : H =4.90 ; N.S.

- DESCl: H = 11.78 ; P = .0379

- DESC2: H = 10.12 ; N.S.

- DESC3 : H = 1.96 ; N.S.

- TOIDESC: H = 6.02 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =5.47 ; N.S.

R+Rp 1 H =8.85 ; N.S.

R+Rp2 H =15.96 ; P =.007

R+Rp3 H = 18.10 ; P = .0028

TOTRR : H = 18.37 ; P = .0025

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOIDEF :

- TOlU:

- TOIL2:

- TOIL3 :

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LATM5 :

H = 12.93 ; P = .024

H = 12.90 ; P = .0243

H =3.35 ; N.S .

R = 13.64 ; P = .018

H =8.90 ; N.S .

H =4.61 ; N.S.

H =3.61 ; N.S.

H =2.76 ; N.S.

H =9.72 ; N.S.

H = 10.51 ; N.S .

En ce qui concerne les 3 lots sans handling, on n'observe pas de différence

statistiquement significative entre les lots témoin et contrôle, en dehors d'une

augmentation statistiquement significative du nombre de redressements pendant la

deuxième mn du test, pour le lot contrôle (Tableau 46). Un effet de type anxiolytique

est observé avec 0.8 mg de DZP par kg : En effet, le nombre de marches montées n'est

pas modifié. alors que le nombre de redressements diminue de façon statistiquement

significative dans le lot traité avec le DZP, par rapport au lot contrôle (Figure 70). La

diminution du nombre total de redressements est significative à la fois par rapport au

lot contrôle et par rapport au lot témoin (Tableau 46) . Lorsqu'on sépare les

redressements effectués minute par minute, on constate que la diminution

provoquée par le DZP est significative pendant les 2 dernières minutes du test, par

rapport au lot contrôle (Tableau 46). Par ailleurs. on observe une augmentation du

nom bre de défécations avec le DZP, par rapport au lot contrôle, cette augmentation

atteignant le niveau de significativité statistique uniquement pendant la première

minute du test (Tableau 46).

En ce qui concerne les 3 lots ayant subi la procédure de handling, on

n'observe aucune différence statistiquement significative entre les lots témoin et

contrôle (Tableau 46). De même que dans les lots sans handling, on observe que le

DZP induit une diminution du nombre de redressements, ne s'accompagnant pas

d'une diminution du nombre de marches montées (Figure 70) ou descendues (Tableau

46) . Le lot traité avec 0.8 mg de DZP par kg effectue significativement moins de

redressements que le lot contrôle, pendant la deuxième minute du test et pendant la



EXPER IENCE n° 1 n° 2 n° 3
TRA ITEMENT CONTROLE DZP CONTROLE DZP CONTROLE DZP

0 .8 mlUkz 0 .8 mlUk2 0.8 ml!/kl!
PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 3,4 0,4 2 ,2 0,6 4,2 0,5 4,5 0,5 2 ,8 O,S 2,5 0,5
ASC2 5,4 1,0 3,3 0,7 4,1 0,6 4 ,3 0,9 4,1 0,5 3,5 0,6
A~C3 5,8 1,0 4,3 1,1 4,3 0,8 3,0 1,0 4,8 0,6 3,3 0,8
TOTASC HAi....._._._... .1&. ~.,..!!......................... ...!/L H.r.~..... ................ ...!.L~ ... J.J.,..~.................... .J .&.. .U.,..L ..._............ ...Q,.?... .?..1........................ .J .I}...·i)&ï-·····-·-"·""· 1,8 0,4 1,7 0,4 1,8 0,6 3,9 ** 0,4 0,6 0,3 1,5 * 0,4
DESC2 5,1 0,8 2,0 * 0,7 3 ,6 0,6 3,5 1,0 4,5 0,6 3 ,1 0,5
DESC3 5 , 4 0,8 4,5 1,1 4,9 0,7 2,6 * 0,9 4,7 0,7 2,8 0,5
TOID ESC J. .?:.I.~..._.............. .J.&. ~.I..~..... .... ............... . .).,~!.. J.Q.r.~...................... ..J.,.?... J.Q.r.Q....... ............... ..J,.1... 2. 1..~.... ...................... ...Q,.?... .?.â.......................... .J..J...M'Aitëi'i'§·TO'f·"·" H , 8 .} .&. a .I.Q........................}.&. n .I.?...................... .. .~. ,.~... lJ.,.~................. ..... .}.I.~... .~J.,.~.... .. ................ ..J,.~... I.~.,..~........... .... .. ..... ..}.1.1...ïifB'i"....·..·..·.... .............. ........r..........................

2 ,2 0,5 1 ,6 0,6 1, 7 0,5 0,6 0,3 1 ,7 0,3 0,5 ** 0,2
REm 5 ,3 0,9 3 ,1 0,9 4,8 0,7 2,2 * 0,7 3 ,5 0,9 2 ,3 0,5
RED3 5,9 0,3 3,0 ** 0,6 6 ,4 1,2 2,0 ** 0,8 4 ,8 . 0,6 2,7 * 0,7
T01RED UJ.L ................ ..J,~.. 77 * .J ,.f.. .Lf.,.~...................... ..J ,.!.. 48 ** .J,.~... 2.1..?.......................... ..J ,.?... 5 5 * ..).1.9...ïiïïï..•....................·..•....· •••1.•••••_ ......... ........ ..... •••,t. .. . .. ... . .. . . .. ....... ... .. .. ••••r..............................

7,0 0,8 4,7 * 0,6 6,7 0,6 5,8 0,5 7,8 0,9 5 ,8 0,5
Rp2 5,8 0,7 3,7 0,6 5,0 0,6 3,1 * 0,5 6 ,3 0,8 4,6 * 0,5
Rp3 5,7 0,5 3,7 * 0,7 5 ,5 0,7 2,2 ** 0,4 7,1 0,8 3,1 ** 0,6
I9.:mp........................... J.~.I.~ ...................... ..J,~.. 121 ** ...J.I.!.. .E ,L .................... .J ,.L 111 ** ..J ,.1... .~.J .,..~........... ........... ..J d... 13 5 *** .J.,.9...•••.•••t ...... ..................... •••••••f ........... .... ... ......... •••.•..1...........................

R+Rpl 9,2 0,7 6,3 ** 0,5 8,5 0,9 6,4 0,7 9,4 1,0 6,4 * 0,6
R+Rp2 11,2 0,8 6,8 ** 1,1 9,8 1,1 5,3 ** 0,8 9 ,8 1,0 6,9 ** 0,4
R+Rp3 Il,6 0,7 6,7 ** 1,1 11,9 1,6 4,2 ** 1,0 Il,8 1,0 5,8 ** 1,1
T01RR H ,.?...................... .J.I.~.. 198 *** ...?.&. J..Q...?:...................... ...?.I.1... J.~.I?.........~........ .J &.. .~J.,..!...................... ...?: ,.~... 19 1 *** .J .I.1...OEïT....·....··..··..·..·....·..· ...... l ..... ...................... .•.....r......................•....

0,1 0,1 0 ,8 0,4 0 ,5 0,3 0,5 0,3 0,0 0,0 0,1 0,1
DEF2 0,2 0,2 1,3 0,6 0,6 0,4 0,4 0,3 0,0 0,0 0,2 0,2
DEF3 0,7 0,3 0,5 0,2 0,5 0,4 0,6 0,4 0,0 0,0 0,8 0,4
TOIDEF Q.,.2..............................9..I~.. ?:.,..~.......................... ..J,Q.. .! . 1..~.......................... ...9.,.?.. .~ .1..~.......................... ...Q&. Q.1..Q......................... ...Q,.!L 1 1 * ...Q,.~...'fëïïü ....·....·......··..·....·.. ••••f.•.•••••••••••••••••••••••••••

0,0 0,0 0 .0 0,0 0,1 0,1 0 ,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,6 0,3 0,1 0,1 0,4 0,2 0,3 0,2 0 ,2 0,1 0,2 0,1
TOIL3 0,8 0,3 0,3 0,2 0,4 0,2 0,4 0,2 0,5 0,2 0 ,5 0,2
TOTTOIL .t,.~.......................... ...9.. .~.. 04 * ...9..,.f.. Q.,..~.... ........... ....... .... .. .9..,~... Q.,..~.... .... ... ... ............ ...Q,}". .9.1..?....... .......... .... .. ... ...Q,.?... .9.,.~............ ............. ...Q,.?...LA'f ..M'ï..·.............. ......· •••1...............................

34 ,3 13,7 30,6 10,8 18,5 3,9 14 ,6 2,0 32,6 6,3 29,9 4,8
lAT MS 90 4 140 1387 * 164 112 5 183 98 5 195 133 1 183 131 7 168

Tableau 47: Expér ience n017B: Reproductibilité des effets du DZP (0. 8 mg /kg, Lv. 60 mn ava nt le test ) en solution dans le mélange
Transcuto l 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines avant
l'expérience. *: p < .0 5, **: p < .0 1, ***: p < .001 par rapport a u lot co n trô le correspondant (test d e Mann-Whitney ). N
= 10 à 13 par lot

EXPERIENCE n° 4 n° 5 n° 6

TRAITEMENT CONTROLE DZP CONTROLE DZP CONTROLE DZP
0 .8 ml!!kl! 0.8 rna/ka 0 .8 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOY ENNE ES

ASC1 4 ,0 0,5 4 ,8 0,9 3 ,7 0,6 3,1 0,5 2,4 0,6 2,9 0,5

ASC2 6,9 0,6 6,3 0,9 6,8 0,5 3,8 * 0,9 4,0 0,9 4,6 0,9

ASC3 6,4 0,7 5, 6 1,0 5 ,4 0,3 3,5 0,8 4,3 0,8 3 ,0 0,7

TOTASC J.?.,.!..._.............. ...9.,2.. J.!!.•.L...................... ....?.rQ.. .U.&..................... ..J.,.L. 103 * .J ,.?... J.Q.,..?...................... .J.&.. J..9.,..~...................... .J .I.1...•••••••r...........................oESei..·........·..·..·..·..··.. 2,8 0,7 3,4 0,6 1,7 0,4 1,4 0,5 1,2 0,3 2,1 0,5

DESC2 6,1 0,5 5 ,9 0,7 5,6 0,9 4,1 0,7 3,6 0,8 4,2 0,6

DESC3 6,6 0,8 6,0 0,9 5,8 0,6 3,2 * 0,7 3,0 0,7 3,5 0,7
TOIDESC .!.~.I.~...................... ....!.•.?.. U.I.L ................... .J &. .U.r.Q...................... ..J.,.L. 87 * ...J.,.1.. .?. 1. .~.......................... ..,J" .~... .?.,.IL...................... .J.,.1.......r..............................MNicïïËS·l u:r..·....

g,.~...................... ...?.&. H...Q...................... .J .&. .~..~.& ..................... ...?.I.L 190 * .J .,.!.. .L~.,.:1...................... .,}.1.1... J .9..,.J....................... .J.&..•.•.••.r...........................ïifBr ................·........·..
0,9 0,2 0,7 0,3 2 ,0 0,6 0,6 * 0,3 0 ,7 0,3 0,2 0,1

RED2 4,1 1,0 2, 7 0,7 4,6 0,6 2,0 ** 0,6 3,5 0,7 1,4 * 0,4
RED3 4,1 0,6 2 ,6 0,6 7 ,3 1,0 2,4 ** 0,7 4,6 0,9 1,8 * 0,5

lD1RED ~..,.J_...._...._.._... ...!,~... (?....L .................. .,)...9.. .U.,.?...................... J &.. 50 *** ..J ,.!.. .!!.1. .~......... ................. ..,J,,}.. 34 ** ...Q&......r.............................. •.•.r..............................Rp'j"·..·_..··..·..·......·-·- 9,9 0,7 8 ,2 0,8 7 , 6 0,5 7,5 0.7 7,0 0,8 5,4 0,7
Rp2 8,2 0,6 5,3 ** 0,8 8,8 0,7 5,0 ** 0,7 7,4 0,9 5,0 0,7
Rp3 9,2 0,8 5,1 ** 0,7 6 ,7 0,5 3,5 ** 0,7 6,8 1,0 3,5 * 0,5

IQ.!.~p........................... n ..?:..................... .J.I.~.. 185 *** ..J ,:1.. n.,..!...................... ..J ,.f... 160 ** ....!. I.~.. .?.J.,..f...................... ...?,.?... 139 * ..J ,}....... .A........................... .••.••.r........................... •••••••P.. ........... ..............

R+Rpl 10 ,8 0,8 8,9 0,7 9.6 0,8 8 ,1 0,7 7 ,7 0,8 5,6 0,6
R+Rp2 12,2 1,2 8,0 ** 0,9 13,4 0,9 7,0 *** 0,7 10,9 1,1 6,4 ** 0,9
R+Rp3 13,2 1,1 7,7 ** 0,9 14 ,0 1,1 5,9 *** 1,2 11,3 1,5 5,3 *** 0,8
TOlRR H!.&..................... .J ,.!.. 246 *** ...J&. E ,.Q.... .................. ...~. I.~... 210 *** ....1.&.. .f.?I.?....................... ...J.,.9... 173 ** ..J ,.?...ïj ïffr......·....·..·.. ......·.. .. ...... A....... ... ... ..... ......... .......r........................... .... ...P.......... ..... ....... .....

0,6 0,4 0 ,9 0,4 0,0 0,0 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
DEF2 0,2 0,2 0 ,5 0,2 0 ,3 0,2 0 ,3 0,2 0,4 0,2 0,3 0,2
DEF3 0,5 0,4 0,8 0,4 0,6 0,3 0 ,4 0,3 1,0 0,4 0,3 0,3
TOIDEF J.,.l..................... ...Q.,?... .?.,..~.......................... ...Q,~•. Q. 1..~.......................... ...Q,:1... J.,}.......................... ...Q,.~... J.1..1.......................... ...Q,.~... .9.,.~......................... ...Q,.~...'fëïïij'.._......................

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
TOIL2 0,1 0,1 0,5 * 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0 ,0 0,0
TOIL3 0,4 0,1 0,4 0,2 0,3 0,1 0,6 0,1 0,2 0,1 0 ,4 0,1
TOTTOIL Q.,..~....._................ ....Q.I.?.. Q.,..~......................... ...Q,.?,.. Q.I.}.. .............. ........ .. ...Q,.!... Q.I..?.......................... ...Q,.!... Q.1..~.... ....... ............... ...Q,J.. .9.,.~........................ ...Q,I..LAl'..m....···..........·..· 2 9,2 4,7 16 ,7 2,3 29,5 4,4 40 ,0 13,5 53,3 17,1 37,8 13,5
lAT MS 8 9 0 12 5 82 6 154 97 3 108 120 8 167 132 0 166 11 7 4 182

Tableau 47 suite: Expérience n017B: Reproductibilité des effets du DZP (0.8 mg /kg, Lv. 60 mn avant le test) en solution dans le
mélange Transcu to l 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'esca lie r , ch ez des r ats Wistar ar r ivé s au laborat oire 2
semaines avan t l'expérience. *: p < .0 5, ** : p < .01, ***: p < .001 par rapport au lot contrôle co r resp ond a nt (test de
Mann-Whitney). N = 10 à 13 par lot.



durée totale du test (Tableau 46). Donc, nous obtenons le même type de résultats que

dans les lots sans handling, c'est-à-dire que d'une part. le véhicule d'injection ne

modifie pas les paramètres considérés et que d'autre part, le DZP provoque une

diminution statistiquement significative du nombre de redressements effectués à une

dose où le nombre de marches montées n'est pas modifié. Ce profil correspond à un

effet de type anxiolytique du DZP.

Afin d'évaluer les effets du handling, comparons, 2 à 2. les lots ayant reçu

le même traitement, mais ayant subi ou non la procédure de haridling (Tableau 46).

Dans ce cas, on note que la seule différence atteignant le niveau de significativité

statistique est une diminution du nombre de marches descendues pendant la

première mn du test dans le lot ayant subi la procédure de handling et reçu une

injection de DZP, par rapport au lot sans handling ayant reçu le même traitement.

Chez la souris, il a été montré que le handling augmentait l'activité locomotrice (dans

Misslin et al., 1976). Dans l'expérience présente. les lots témoin et contrôle sans

handling semblent au contraire, plus actifs que les lots avec handling et la latence de

montée des marches 1 et 5 est plus courte dans les lots sans handling que dans les lots

avec handling, mais ces différences ne sont pas significatives du point de vue

statistique. Le handling semble donc induire une légère diminution de l'activité

locomotrice, mais n'a aucune incidence sur les changements comportementaux

provoqués par le DZP. En effet. dans cette expérience, le handling n'a pas induit de

changements majeurs dans le comportement des animaux dans le test de l'escalier.

Nous avons observé. avec ou sans handling, un effet de type anxiolytique avec le DZP

à la dose de 0.8 mg/kg. Ceci est en désaccord avec les observations de Boix et al. (1988)

qui ont montré une disparition de l'effet anxiolytique des benzodiazépines chez les

rats habitués au handling. Ce désaccord pourrait provenir de la différence de

procédure de handling utilisée. En effet, la procédure de handling employée par Boix

et al. (1988) était plus intense : Elle durait 15 jours et consistait en une pesée par jour,

une injection i.p. de solvant par jour, suivie d'une introduction forcée de la tête de

l'animal entre les lames d'une guillotine utilisée normalement pour le sacrifice des

animaux, ceci pendant environ quinze secondes. Tout de suite après cette séquence.

les animaux étaient remis dans leur cage d'habitation. La procédure que nous avons

employée était plus légère et n'était peut-être pas suffisante pour induire des

modifications des effets du DZP.

Si l'on compare les résultats de cette expérience avec les précédentes, on

remarque que, contrairement à l'expérience n014B où le DZP (0.1-0.4 mg/kg) était

également administré 60 mn avant le test et n'avait provoqué aucune modification

comportementale. nous observons. dans l'expérience présente. un effet de type

anxiolytique avec le DZP à la dose de 0.8 mg/kg. Cet effet est caractérisé par une

diminution statistiquement significative du nombre de redressements sans

modification du nombre de marches montées (Figure 70). D'autre part, par rapport à
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Figure 71: Expérience n017B: Reproductibilité des effets du DZP (0.8 mg/kg, Lv. 60
mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80
10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines avant
l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués. *: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 par rapport
au lot contrôle correspondant (test de Mann-Whitney).



l'expérience n? 15B , la seule différence de procédure est la durée de la période

d'habituation aux conditions du laboratoire (expérience n015B semaine

expérience n? 16B : 2 semaines) . La comparaison de ces 2 expériences suggère qu'une

période d'habituation préalable de 2 semaines soit préférable et permette l'obtention

d'effets plus nets et plus reproductibles avec le DZP, qu'une période d'une semaine.
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H. Expérience n 017B Reproductibilité des effets du DZe (O.S

m~/k2. Ly. 60 mn ayant le test> en solution dans le mélan2e

Transcutol 30 %. TweenSO 10% chez des rats Wistar arrivés au

laboratoire 2 semaines ayant l'expérience

1. Matériel et méthodes

Animaux : 140 rats mâles Wistar de 150-200 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lots contrôles : Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N 1 = 12. N2 =

11. N3 = 12, N4 = 13. N5 = 12, N6 = 12) ;

* Lots traités avec le DZP 0.8 mg/kg (NI = 10, N2 = 10. N3 = 13, N4 = Il . N5 = 12. N6

= 12) . en solution dans le mélange Transcutol 30%,

Tween80 10%.

2. Résul tats

Les résultats des 6 expériences successives sont reportés dans le Tableau 47.

Dans chaque expérience. les données obtenues avec le lot traité avec 0.8 mg de DZP

par kg de poids corporel ont été comparées à celles du lot contrôle par le test de

Mann-Whitney dont les résultats sont exposés dans le Tableau 47. Dans les 6

expériences, on note que les défécations , toilettages et latences de montée des

première et dernière marches sont très peu modifiés par le DZP, du point de vue

statistique. Les seules différences statistiques relevées, en ce qui concerne ces 3

paramètres, sont les suivantes : Le nombre total de défécations est significativement

supérieur avec le DZP par rapport au lot contrôle, dans la troisième expérience ; Dans

l'expérience n°l, le DZP diminue significativement le nombre total de toilettages.

alors que dans l'expérience n04, le DZP augmente significativement leur nombre

pendant la deuxième mn du test ; La latence de montée de la dernière marche de

l'escalier est significativement augmentée par le DZP dans la première expérience.

La latence de montée de la première et de la dernière marche est cependant plus

courte avec le DZP dans la majorité des expériences (5 sur 6 pour la première marche
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Figure 73: Expérience n'17B: Reproductibilité des effets du DZP (0.8 mg/kg, Lv. 60
mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 30%, Tween 80
10%, chez des rats Wistar arrivés au la bora to ir e 2 semaines avant
l'ex-périence, sur le nombre total de redressements effectués avec les
pattes antérieures appuyées contre une paroi. *: 'p < .05, **: p < .0 1, ***:
p < .00 1 par ra pport au lot contrôle correspondant (test de Mann­
Whitney) .



et 4 sur 6 pour la dernière). Les animaux traités avec le DZP semblent donc montrer

moins d'appréhension à monter les marches d'un escalier que les contrôles . Les

défécations et toilettages sont très peu nombreux , pendant les 3 mn du test. Des

altérations nettes de ces paramètres par les divers traitements sont, par conséquent,

difficiles à mettre en évidence.

En ce qui concerne l'activité locomotrice, soit le nombre total de marches

montées n'est pas modifié statistiquement par le DZP mais a tendance à diminuer

légèrement (dans 5 expériences sur 6), soit il est diminué par le · DZP d'une manière

statistiquement significative (expérience n05 ; Figure 71). Le nombre de marches

descendues est proche du nombre de marches montées et suit à peu près la même

évolution, sauf dans la dernière expérience où il a tendance à être supérieur dans le

lot traité avec le DZP par rapport au lot contrôle sans atteindre le niveau de

significativité statistique . Ainsi, quand ils sont arrivés en haut des marches, ni les

rats contrôles, ni les rats traités avec le DZP n'ont tendance à y rester. Les rats

montent et descendent en moyenne 2 à 3 fois l'escalier de 5 marches pendant le test.

Les paramètres comportementaux qui sont le plus affectés par le DZP sont

les redressements (Tableau 47). Le nombre total de redressements des 2 types

effectués est diminué d'une manière statistiquement significative dans les 6

expériences (Figure 71). Si l'on sépare les redressements avec les pattes antérieures

en l'air des redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une surface

du dispositif. on remarque que les premiers sont significativement diminués dans 5

expériences sur 6 (Figure 72), alors que la diminution des seconds atteint le niveau de

significativité statistique dans les 6 expériences (Figure 73). Lorsqu'on dénombre les

redressements mn par mn (Tableau 47), on remarque que la diminution est plus

marquée pendant la deuxième et surtout pendant la troisième mn du test. Les

redressements avec les pattes antérieures en l'air sont de plus en plus fréquents au

cours du test, alors que les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre

une surface du dispositif sont de moins en moins fréquents . En nombre total, les

redressements effectués avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du

dispositif sont cependant toujours plus fréquents que les autres. Au cours des

observations, nous avons remarqué que les rats semblaient avoir moins

d'appréhension à effectuer des redressements avec les pattes antérieures appuyées

contre une surface du dispositif, qu'à se redresser avec les pattes antérieures en l'air.

Cette différence transparaît dans les résultats puisque les premiers sont beaucoup

plus fréquents que les seconds.

En résumé, le DZP a induit dans l'ensemble des expériences, tout comme

dans l'expérience n? 16B, une diminution statistiquement significative des

redressements à une dose ne modifiant pas significativement le nombre de marches

montées. Il s'agit donc d'un effet de type anxiolytique ne s'accompagnant pas d'effets

secondaires indésirables. La dose de 0.8 mg/kg en traitement Lv. une h avant le test
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EXPERIENCE n' 1 n' 2 n' 3
TRAITEMEN1j CONTROLE DZP DZP CONTROLE DZP CONTROLE DZP

0.8 ml/k2 1.6 ml/k2 0.8 m/k2 0.8 ma/kz
PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENN E ES MOYENN E ES
i\SCI 4 ,3 0,4 6,8 - 0,7 4,5 a 0,7 3 ,2 0,4 5 ,0 0,8 4 ,4 o.a 4,6 n,7
ASC2 5 ,2 0,6 7,2 * 0,6 5,3 0,8 5 ,3 0,9 6,9 1,0 5, 8 0,7 6 ,1 1,0
ASC3 8,1 0,8 7,1 1,3 6,5 1,0 5,5 0,9 6,5 0,6 7 ,3 0,7 7,4 1,0
TOTASC .E ...L-~.L ll,J_ -b.L .! §.,.L _._ ..1A. JJ.....L ___ .-hl.. H ,_?._ _._ ._1,.2_.L?.I._4_ _ ..l,.r- .!.!!.L!_ _ ..I-'!"Z-Di:sc1 1 . 7 0,6 3 ,7 0,8 2 ,2 0,6 1 ,6 0,4 3,8 * 0,8 2,3 0,5 2 ,5 0,6
DESC2 5 , 4 0,7 8,4 * 1,0 4,9 a 0,9 4,9 0,8 6 ,5 0,9 6,5 1,0 6 ,1 0.7
DESC3 7, 4 0,6 6 ,5 1,3 6 ,9 1,0 4,8 0,7 6,6 0,6 6,9 0,8 7,8 1,0
TOlDESC }'''!'.i__ -J.Q.. 18J.?_ __ _.bI. J~.rJL__ ....1.!. .!!A ..___.. -12_ 17 0 * -1&. .!.§.•.?_ ._- _~JQ.. .!..~.,.L__... J .&.
MARdiESTaf --,- ---;g,_l__ -4&. 39 ,.y"__ ....1.•~ 30J-L___ ..J.L 1?.i.~__ .•_ .2r..L 355 * 1,.§... J.I.L _._.. .I ,?. J..!r.1_.._.."_. _J.•~ï'fË5ï- - --'-- --,--_ ..-

1,2 0,4 3,2 - 0,5 1,9 0,7 2 ,5 0,4 2 ,0 0,4 1,8 0,5 1,3 0,4
RED2 3,1 0,6 4,1 0,6 3 ,5 0,6 6 ,2 0,9 6,8 1,0 5,3 0,6 5 ,1 0,9
RED3 4 ,8 0,7 5,3 o.s 4 ,9 1,2 7 ,5 n,9 S,2 * n,6 6 ,9 n,9 6,1 n,6
'lO 'IRED 2.1._1_ _ ..!J.~ HJ.?.._ ....!.cQ_.!Q.,.!.._- - ..bL ..u!.L__ _-1,,L 1.i .!L _ _ _l.~L. .!.1.!L.___. .1,1.. .g .d ....__..._ .J.r:!.Rp1- '-- - 9,0 0,6 8 ,3 0,7 7,4 * 0,5 10 ,2 0,6 8 ~ * 0,4 9 ,8 .. 0,8 9 ,6 1,1,.
Rp2 6,7 0,9 5,4 0,8 4 ,6 0,6 6 ,8 0,5 6 , 6 0,5 7 ,7 0,6 7 ,2 0,7
Rp3 7,2 0.7 5,4 * 0,5 4,9 * 0,6 6 ,7 0.7 5, 1 0,8 7 ,0 0,8 6 ,8 0,4
~L._ __ ..1~. r._8 _ _ f-~"~- !J..r_L_. ..JJ! .. 169 * 0,9 1..;!,.I.._._.... --~,.~... .!.? .?...._..__ .f-~,.~... 1.1,..1...____... ..LL .U .;!...._.._.... _.1.&..__.1_ ._ _

-o.s'R+Rpl 10,2 0,8 11 ,5 0,7 9,3 12 ,7 0,8 10,2 * 0,5 11 ,6 0,9 10,8 1,3
R+Rp2 9 ,8 0,9 9 ,5 0,8 8 ,2 0,7 1 3 .1 0,7 13 ,5 1,2 1 2, 9 0,7 12 ,3 1,3
R+Rp3 12,0 0,9 10 ,6 0,8 9 ,8 1,4 14,2 1,3 10,2 - 0,8 13 ,9 1,3 12,8 0,6
T01RR ;31...2..- r-b&. &~-- ....bI . .n J.="!..._ ...... ..J..J... }...?.?.....__...... _.!&. 339 * f-~,.I.. .J..!!.•L .__... ..M_. J..~.,.~..._._........ .). r~..oËiT'- - '-

...._ 1.::___

0,3 0,2 1,3 0,5 0 ,5 0,3 0 ,5 0,2 0,7 0,3 0 ,4 0,2 0,8 0,3
DEF2 0,3 0,3 0 ,3 0,2 0 , 1 0,1 0 ,8 0,4 0,7 0,4 1 , 1 0,4 1,4 0,6
DEF3 0,3 0,3 0 ,6 0,5 0 ,5 0,3 1,2 0,6 0 ,9 0,3 0,5 0,3 0 ,8 0,4
TOTDEF Qr..~_ _ _Q,L 1.1.__ _9.&. lJ.._ _..:_ ...9,J.L I .,.L ._ ___...Q&- .~.L__._.___Q,.?". .~..Q...__.._... ..Q'?'" J. J..L ___...._....1..2.Toi i T - -- - 0 ,0 0,0 0 ,0 0,0 0 ,2 0,2 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0 ,0 0,0 0 ,2 0,2
TOIL2 0 ,3 0,2 0 ,4 0,2 0 ,4 0,2 0 ,8 0,2 0,2 * 0,2 0,3 0,2 0 ,5 0,2
TOIL3 1,1 0,3 0,5 0,2 0,6 0,2 0,8 0,2 0 ,8 0,2 0 .5 0,2 0, 4 0,2
TOTIOIL .!..i.____ ...,QJJ._ Q.,..L.__..._ ._.Q.,J... .!.t.2_ ..___ ..lM_. 1•.9.._.__._ ... ...Q,.f... .!....!L._..___ ...Q'} .. Q& ....._---- _.Q,L .!.•.L ...._......_.....Q.•~..LATMT-- - ' 24,1 2,8 14,4 * 2,7 16,1 * 2,1 31,3 5,0 14,5 * 3,2 2 0 .'J 3,6 21,1 7,6
lAT MS 923 156 70S 165 662 85 136 1 11 5 768 * 17,2 97 1 15 2 699 134

Ta b lea u 48: Expérience n'I8B: Repr oductib ilit é des effets du DZP (0.8-1.6 mg/ kg, Lv. 120 mn avan t le test ) en solu tion dans le
mélange Transcutol 30%, Twee n 80 10%, dan s le tes t de l'e scalier, chez des rats Wist ar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'e xpérience. *: p < .05 , **: p < .0 1 par rapport au lot contrôle correspondant; a: p < .05 par rap port à
0.8 mg/kg (test de Mann-Whitney). N ~ Il à 13 par lot.
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Figure 74: Expérience nOI8B: Reproductibilité des effets du DZP (0.8-1.6 mg/kg, Lv.
120 mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués. * : p < .05 par rapport au lot contrôle
correspondant (test de Mann-Whitney).



semble donc satisfaisante pour obtenir un effet de type anxiolytique reproductible

avec le DZP. Par conséquent, cette dose de DZP sera admini strée à un lot d'animaux

dans chacune des expériences réalisées avec les SLC, afin de vérifier que les

conditions expérimentales journalières permettent la mise en évidence d'un effet de

type anxiolytique .
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I. Expérience n° 18B Effets du DZe (0.8-1.6 m2/k2. Ly, 120 mn

ayant le test) en solution dans le mélan2e Transcutol 30%.

Tween80 10% chez des rats Wistar arriyés au laboratoire 2

semaines ayant l'expérience

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 84 rats mâles Wistar de 150-200 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience .

- Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 120 mn avant le test:

* Lots contrôles : Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N 1 = 12, N2 =

13. N3 = 12) ;

* Lots traités avec le DZP 0.8 mg/kg (NI = Il , N2 = 13. N3 = 12) ;

1.6 mg/kg (NI = 11), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2. Résul tats

Les expériences avec les SLC nécessitant une étude des effets dans le temps

et afin d'évaluer les effets du DZP en fonction du temps, nous avons reproduit

l'expérience précédente. toujours avec le DZP. mais en rallongeant d'une h la durée

séparant le traitement du test. Dans la première expérience. nous avons employé 2

doses de DZP (0.8 et 1.6 mg/kg) afin de réaliser une courbe dose-réponse.

Les résultats des 3 expériences successives sont regroupés dans le Tableau

48. Dans chaque expérience. les données obtenues avec le lot traité avec 0 .8 (ou 1.6

pour la première expérience) mg de DZP par kg de poids corporel ont été comparées à

celles du lot contrôle par le test de Mann-Whitney dont les résultats sont reportés

dans le Tableau 48.

En ce qui concerne le nombre de marches montées. on observe une

modification statistiquement significative uniquement dans la première expérience :

Les nombres de marches montées augmentent pendant la première et la deuxième

mn du test avec 0.8 mg de DZP par kg par rapport aux contrôles (Tableau 48).

Toutefois. l'augmentation du nombre total de marches montées pendant le test
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Figure 75: Expérience nOI8B: Reproductibilité des effets du DZP (0 .8-1.6 mg/kg, Lv.
120 mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
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les pattes antérieures en l'air (haut) et avec les pattes antérieures
appuyées contre une paroi (bas). *: p < .05 par rapport au lot contrôle
correspondant (test de Mann-Whitney).



n'atteint pas le niveau de significativité statistique (Figure 74). Cette augmentation a

disparu avec la dose de 1.6 mg/kg, dose à laquelle les valeurs sont retournées au

niveau des contrôles. Le DZP a également tendance à augmenter le nombre total de

marches montées dans les 2 autres expériences, mais d'une manière non

significative du point de vue statistique. Le nombre de marches descendues augmente

de la même manière que le nombre de marches montées. mais l'augmentation du

nombre total de marches montées est statistiquement significative lors de la

deuxième expérience. Dans cette expérience, le nombre total de inarches montées ou

descendues augmente d'une manière significative.

Les redressements sont moins affectés que dans l'expérience n? 17B où le

DZP était administré 1 h av ant le test. Cependant, le nombre total de redressements

des 2 types est, là encore , diminué par le DZP, cette diminution étant significative

uniquement dans la deuxième expérience (Figure 74). Dans la première expérience,

on remarque que cette diminution s'accentue avec l'augmentation de la dose de DZP ,

mais sans atteindre un niveau statistiquement significatif.

En séparant les 2 types de redressements, on remarque qu'avec la dose de

0.8 mg/kg, les redressements avec les pattes antérieures en l'air ont tendance à

augmenter dans la première expé rience et à diminuer dans les 2 autres, ces

modifications n'étant toutefois pas significatives du point de vue statistique (Figure

75). Dans la première expérience, l'augmentation est significative par rapport aux

contrôles pendant la première mn du test alors que dans la seconde expérience, la

diminution est significative pendant la troisième mn du test (Tableau 48) . La dose de

1.6 mg/kg ramène les valeurs au niveau des contrôles .

En ce qui concerne les redressements avec les pattes antérieures appuyées

contre une surface du dispositif, le DZP, à la dose de 0.8 mg/kg, les diminue d'une

manière non significative dans les 3 expériences (Figure 75). La première

expérience montre que cette diminution est dose-dépendante, puisqu'elle devient

significative à la plus forte dose testée.

Le DZP augmente le nombre de défécations dans la première et la dernière

expérience mais les diminue dans la deuxième. Toutefois, ce paramètre présentant des

valeurs faibles pendant la durée du test et une grande variabilité inter-individuelle,

les modifications ne sont statistiquement significatives qu'avec la dose de 1.6 mg/kg

(Tableau 48) .

Le DZP raccourcit la latence de montée des marches. Cette diminution est

statistiquement significative dans les deux premières expériences pour la première

marche de lescalier et dans la deuxième pour la dernière marche de l'escalier

(Tableau 48).

En résumé, l'admistration de DZP 2 h avant le test produit toujours une

diminution des redressements, mais beaucoup moins marquée que lorsque l'injection

était réalisée 1 h avant le test (expériences n016B et 17B) puisqu'elle n'est plus
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significative que dans 1 expérience sur 3 (Figure 74). · Lorsqu'on distingue les 2 types

de redressements, on remarque que l'effet inhibiteur du DZP sur les redressements

avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du dispositif persiste plus

longtemps que son effet sur les redressements avec les pattes antérieures en l'air. En

effet, le DZP diminue significativement les premiers après 1 h à la dose de 0 .8 mg/kg

(Figure 73) et après 2 h à la dose de 1.6 mg/kg (Figure 75). Par contre. il diminue

significativement les deuxièmes après 1 h à la dose de 0.8 mg/kg (Figure 72), mais est

sans effet significatif après 2 h avec 0.8 et 1.6 mg/kg (Figure 75) . · En ce qui concerne

l'activité locomotrice, de même que lorsque l'injection était réalisée 1 h avant le test,

la montée des marches reste inchangée avec 0 .8 mg de DZP par kg (Figure 74). Par

conséquent, le DZP semble toujours montrer des effets de type anxiolytique sans

effets secondaires. 2 h après son administration i .v., puisqu'il tend toujours à

diminuer le nombre de redressements effectués sans diminuer le nombre de marches

montées qui a même tendance à augmenter. Toutefois, ces effets se sont atténués,

deviennent difficilement mesurables et ne sont plus reproductibles . Ils n'atteignent

le niveau de significativité statistique que dans 1 expérience sur 3. Il semble donc

difficile d'obtenir un effet de type anxiolytique significatif avec le DZP, 2 h après le

traitement i.v .. L'administration Lv. favorise une élimination rapide, par rapport à la

voie i .p. qui serait peut-être préférable pour l'observation d'effets de longue durée .

J. Discussion

En ce qui concerne les injections i.p. de DZP et ses effets dans le test de

l'escalier, qui nécessite un niveau d'activité motrice beaucoup plus élevé que le test

de suppression néophobique de la prise de boisson, nous obtenons des résultats

sensiblement différents de ceux observés dans le test de suppression néophobique de

la prise de boisson : Chez le rat Wistar, le DZP dissous dans l'éthanol à 10% montre un

profil de type anxiolytique aux deux doses les plus élevées testées (2 et 3 mg/kg),

alors que lorsqu'il est dissous dans le DMI, il ne montre aucune activité de type

anxiolytique car, si elle existe, elle est masquée par la présence d'effets secondaires

moteurs. Par contre, le DMI peut être utilisé comme véhicule d'injection du DZP chez

le rat Long-Evans, car cette souche semble moins sensible à l'effet déséquilibrant du

DMI et des effets de type anxiolytique ont été observés dès la dose de 1 mg de DZP par

kg.

Dans les expériences suivantes, les injections ont été réalisées par voie l.V.

avec un nouvau véhicule : le mélange Transcutol 30%, Tween80 10%, qui a été validé

pour le test de l'escalier, dans le chapitre précédent. Tout d'abord, nous avons montré

que le DZP montrait des effets sédatifs lorsque l'administration était réalisée 30 mn

avant le test. Ensuite, l'intervalle entre l'admistration et le test ayant été amené à 60

mn, nous avons montré que le DZP montrait des effets de type anxiolytique à partir de
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0.8 mg/kg. Toutefois, ces effets nétaient pas reproductibles d'une expérience à

l'autre. Afin d'augmenter la reproductibilité des résultats expérimentaux, la période

d'habituation aux conditions du laboratoire avant le test a été doublée (2 semaines au

lieu d'l dans les expériences précédentes). De plus, nous avons évalué l'influence de

la manipulation des animaux pendant la période d'habituation. En effet, Boix et al.

(1988) ont montré une disparition de l'effet anxiolytique des benzodiazépines chez les

rats habitués au handling. La procédure de handling que nous avons employée, plus

légère que celle employée par Boix et al. (1988), n'a pas ' modifié les effets

comportementaux du DZP. Les rats ayant subi la procédure de handl ing , ainsi que

ceux qui ne l'ont pas subie, ont montré un profil de type anxiolytique, ne

s'accompagnant pas d'effets secondaires . après une administration de 0.8 mg de DZP

par kg de poids corporel. La conclusion de cette expérience est qu'il n'est pas

indispensable de soumettre les animaux à une procédure de handling pour obtenir

un effet de type anxiolytique avec 0.8 mg de DZP par kg. Par contre, il apparaît qu'un

séjour de quinze jours au laboratoire avant l'expérimentation soit préférable à

semaine et améliore la reproductibilité des résultats . En effet, dans l'expérience

n017B. nous avons testé la reproductibilité des effets du DZP avec des rats ayant

bénéficié de 2 semaines d'adaptation aux conditions du laboratoire et nous avons

observé une diminution du nombre de redressements sans modification du nombre de

marches montées dans 5 essais sur 6. Dans le sixième, la diminution du nombre de

redressements s'accompagnait d'une diminution statistiquement significative du

nombre de marches montées. Afin de réaliser une étude des effets du DZP en fonction

du temps. le DZP a ensuite été administré 2 h avant le test. Dans ces conditions, le DZP

produisait toujours une diminution du nombre de redressements sans modification du

nombre de marches montées, mais ce effet était beaucoup moins marqué et

n'atteignait le niveau de significativité statistique que dans 1 essai sur 3.

L'ensemble de ces expériences nous a permis de définir les conditions

expérimentales nécessaires à la mise en évidence d'un effet de type anxiolytique

dans le test de l'escalier : 2 souches différentes de rats ont été testées. un véhicule

dépourvu d'interférences avec l'activité comportementale des rats a été sélectionné

pour les injections i.p . et Lv .. l'intervalle de temps nécessaire. entre l'administration

i.p . ou Lv. et le test. pour l'observation d'effets de type anxiolytique a été défini. la

durée de la période d'habituation aux conditions du laboratoire a été ajustée et enfin ,

l'influence des manipulations préalables des animaux a été évaluée. Les conditions

expérimentales ainsi définies avec le DZP, un agent anxiolytique bien connu et

largement prescrit, seront employées pour l'évaluation des effets anxiolytiques de

nouvelles molécules. les GABA-SLC. dans un chapitre suivant.
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L'acide nipécotique, le plus puissant inhibiteur de la recapture

présynaptique et gliale du GABA connu , ne traverse pas la BHE en raison de sa forme

polaire. La fixation d'un groupe 4,4-diphényl -3-butényl sur l'amine de ce petit acide

aminé donne un dérivé actif de l'acide nipécotique, le SK&F-89976-A. Ce dernier est

un inhibiteur de la recapture du GABA environ 20 fois plus puissant que l'acide

nipécotique in vitro et est capable de traverser la BHE après administration

systémique (Yunger et al., 1984). Son activité anticonvulsivante a été étudiée dans

différents modèles animaux où il s'est avéré très efficace (Yunger et al ., 1984 ;

Schwark & Haluska, 1986 Heit & Schwark, 1988). Une activité antinociceptive a été

montrée avec ce composé, dans le test d'immersion de la queue chez la souris (Zorn &

Enna, 1985). Toutefois, son activité anxiolytique n'a pas encore été étudiée. Ce produit

a donc été évalué dans différents modèles animaux , dans les conditions

expérimentales mises au point avec les véhicules et le DZP, dans les chapitres

précédents .

1. TEST DE SUPPRESSION NEOPHOBIOUE DE LA PRISE DE

BOISSON
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A. Expérience n OIC Effet du SK&F-89976-A (4-16 m~/k2. Lp.),

dissous dans une solution de PMI à 25% (30 mn)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 32 rats mâles Wistar de 300-400 g (élevage du laboratoire).

- Traitements: Ils sont réalisés par voie i.p. , 30 mn avant le test:

* Lot contrôle Solution de DMI à 25% (N = 8) ;

* Lots traités avec le SK&F-89976-A : 4 mg/kg (N = 8) ;

8 mg/kg (N = 8) ;

16 mg/kg (N = 8), en solution dans le DMI à

25 %.

2. Résultats - Discussion

Le SK&F-89976-A est un inhibiteur de la recapture du GABA traversant la

BHE. Il provoque ainsi , une augmentation du taux de GABA synaptique.

Le Tableau 49 présente les taux de boisson en ml en fonction du traitement.

Aucune hétérogénéité n'a été mise en évidence par l'analyse des données par le test

de Kruskal-Wallis (DDL = 3 ; N = 32) :



TRAITEMENT

TEMPS CONTROLE SK&F-89976-A SK&F-89976-A SK&F-89976-A

(min. ) 4 mg/'kg 8 rna/ka 16 m2/k2

N 8 8 8 8

1S 0.8 ± 0.5 1.2 ± 0.5 1.4 ± 0.4 0.9 ± 0.6

30 0.8 ± 0.5 1.4 ± 0.5 2.5 ± 0.7 1.0 ± 0.6

4S 1.8 ± 0.7 2.0 ± 0.7 3.4 ± 0.9 2.8 ± 1.6

60 1.9 ± 0.7 2.2 ± 0.9 3.8 ± 1.1 3.2 ± 1.6

Tableau 49: Expérience n01C: Effet du SK&F-89976-A (0-16 mg/kg, i.p, 30 mn avant le
test) en solution dans le DMI sur le taux de boisson (ml) en fonction du
temps dans le test du biberon, chez le rat Wistar.
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Figure 76: Expérience n01C: Effet du SK&F-89976-A (0-16 mg/kg, i.p, 30 mn avant le
test) en solution dans le DMI sur le taux de boisson (ml) en fonction du
temps dans le test du biberon, chez le rat Wistar.



- 15 mn : H =2.21 ; N.S.

- 30 mn : H =4,.92 ; N.S.

- 45 mn : H =1.86 ; N.S.

60 mn : H =2.12 ; N.S.

L'hétérogénéité la plus importante apparaît pour une durée

d'expérimentation de 30 mn et n'est significative qu'au risque 10%. Plus précisément,

on observe une augmentation, non significative du point de vue :statistique. du taux

de boisson avec 8 mg de SK&F-89976-A par kg, alors que la dose de 16 mg par kg

provoque une légère diminution du taux de boisson par rapport au lot traité avec 8

mg par kg (Figure 76). Cette diminution pourrait être le reflet d'un léger effet sédatif

de la substance. Enfin, avec 4 mg par kg, le SK&F n'entraine aucune modification du

taux de boisson. Comparé au DZP, qui induit une augmentation statistiquement

significative du taux de boisson à partir de 2 mg/kg (Expérience n03B), le SK&F­

89976-A est donc beaucoup moins efficace.

En comparant les lots contrôles des expériences n02B et 1C, on note une

variation importante du taux de boisson moyen, qui est environ deux fois plus élevé

dans l'expérience n02B, alors que les deux lots reçoivent la même injection. Ceci est

probablement imputable à la différence de poids corporel (200-250g pour

l'expérience n02B et 300-400g pour l'expérience n01C) et de provenance des animaux.

Les animaux de l'expérience nOlC provenant de l'élevage du laboratoire et ceux de

l'expérience n02B d'un élevage industriel, ces derniers n'ont peut-être pas été

su ffisamment habitués aux conditions du laboratoire .

Dans les conditions du test, le SK&F-89976-A dissous dans le DMI montre un

léger effet anxiolytique à la dose de 8 mg par kg, dose quatre fois supérieure à la dose

de DZP produisant un effet de type anxiolytique significatif dans ce test. Il faut

cependant noter qu'aux doses testées, le SK&F-89976-A n'a provoqué aucun signe

d'activité sédative, ce qui constitue un avantage vis-à-vis des BZD dont les doses

anxiolytiques et sédatives sont souvent très proches .

1I. TEST DES CONYULSIONS INDUITES PAR LE PTZ
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A. Expérjence n 02C Effet du SK&F-89976-A (4-32 mg/kg. Lp.),

djssous dans une solution de PMI à 25% (30 mu)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 10 rats mâles Wistar de 300-400 g (lFFA-CREDO).

- Traitements : Ils sont réalisés par voie i.p ., à raison de 2 ml de solution par kg de

poids corporel, 30 mn avant l'administration de PTZ. Ce dernier, administré à la
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TRAITEMENT PARA METRE STADE lATENCE (mn) DUREE (mn)

CONTROLE 1 MOYENNE 4,5 2,2 13,8

ES 0,2 0,2 2,2

SKF 4 mg/kg MOYENNE 4 ,1 1,9 30,8 *'*

ES 01 02 49

CONTROLE 2 MOYENNE 4, 5 2,0 22,0

ES 02 OS 29

SKF 8 mg/kg MOYENNE 4,0 * 1, 7 55,3 ** c

ES 00 01 56

CONTROLE 3 MOYENNE 4,5 1, 7 29,5 d

ES 02 01 50

SKF 16 mg/kg MOYENNE 3,8 * 2 ,5 69,6 *'* e

ES 02 OS 85

CONTROLE 4 MOYENNE 4,9 a 1,8 58,3 f

ES 0,1 02 167

SKF 32 mg/kg MOYENNE 2,8 * b 6,1 89,0 g

ES 02 4,4 10.6

Tableau 50: Expérience n02C: Effet du SK&F-89976-A (4-32 mg/kg, LI'. 30 mn avant le
PTZ) en solution dans le DM! su r la latence d'apparition, l'intensité et la
durée de la crise comportementale induite par le PTZ. *: p < .05 , **: p <
.01 par rapport au lot contrôle précédent; a: p < .05 par rapport aux
contrôles 2 et 3; b: p < .05 par rapport à 4, 8 et 16 mg/kg; cp < .01 par
rapport à 4 mg/kg; d: p < .01 par rapport au contrôle 1; e: p < .01 par
rapport à 4 et 8 mg/kg; f: p < .OS par rapport au contrôle 1; g: p < .OS par
rapport à 4 et 8 mg/kg (tes t de Wilcoxon). N = 10 par lot.

Figure 77: Expérience n02C: Effet du SK&F-899ï6-A (4-32 mg/kg, LI'. 30 mn avant le
PTZ) en solution dans le DM! sur l'intensité (haut), la latence
d'apparition (milieu) et la durée (bas) de la crise comportementale
induite par le PTZ. *: p < .OS, **: p < .01 par rapport au lot contrôle
précédent (test de Wilcoxon) ,



dose de 60 mg/kg de poids corporel, est dissous dans le NaCI 90/00 de manière à

injecter 2 ml de solution par kg de poids corporel :

* Tests de contrôle : Solution de DMI à 25% (N = 10) ;

* Tests avec le SK&F-89976-A 4 mg/kg (N = 10)

8 mg/kg (N = 10)

16 mg/kg (N = 10)

32 mg/kg (N = 5), en solution dans le DMI à 25%.

2. Résultats - Discussion

Lors du dernier test contrôle. 5 rats sont décédés alors qu'ils effectuaient

une crise de stade 5. Le dernier test. avec 32 mg/kg. a donc été réalisé avec un

effectif de 5 rats au lieu de 10 dans les tests précédents. Nous ne connaissons pas les

raisons de cette importante mortalité. car au cours des tests contrôles précédents.

aucun décès n'avait été constaté. Il semblerait que les administrations successives de

PTZ augmentent la sensibilité des animaux à ce convulsivant. De la même manière.

nous avions déjà remarqué des décès en cours d'expérience dans l'expérience n05B. Il

semble donc judicieux de ne pas trop augmenter le nombre de tests successifs avec les

mêmes individus.

Le test de Friedman montre qu'il existe des différences statistiquement

significatives entre les tests, pour l'intensité et la durée des crises (DDL =7 ; N = 5) :
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Intensité de la crise

Latence d'apparition de la crise

- Durée de la crise :

Chi 2 = 22.28 ; P = .003

Chi 2 = 3.33 ; NS

Chi 2 = 25.80 ; P = .0005

La latence n'est pas modifiée de façon statistiquement significative au

cours des différents tests. Il existe des différences statistiquement significatives

entre les différents tests contrôles pour la durée et l'intensité des crises (Tableau 50) :

Le contrôle 4 montre une intensité des crises supérieure aux contrôles 2 et 3 et les

deux derniers contrôles effectués montrent une durée des crises supérieure au

contrôle 1.

En analysant les résultats obtenus dans les tests avec le SK&F-89976-A. nous

obtenons une diminution statistiquement significative pour l'intensité des crises. à

partir de 8 mg/kg. De plus, le SK&F-89976-A produit, à la dose de 32 mg/kg, une

diminution de l'intensité des crises supérieure à celle produite aux doses inférieures.

Il y a donc un effet dose-dépendant du SK&F-89976-A sur l'intensité de la crise

(Figure 77) . Ceci s'applique également à la durée des crises mais d'une manière

oppposée. En effet. le SK&F-89976-A modifie significativement la durée des crises aux

trois plus faibles doses testées : Plus on augmente la dose de SK&F-89976-A, plus l'effet



du SK&F-89976-A sur la durée diminue. c'est-à-dire plus les crises sont longues,

jusqu'à retourner au niveau des contrôles avec 32 mg/kg (Figure 77). En fait. comme

nous l'avons vu, la durée des crises augmente également au cours des tests contrôles

successifs. Il est donc impossible de distinguer les effets propres du SK&F-89976-A de

l'évolution de la durée des crises indépendante du SK&F-89976-A. qui a lieu au cours

de l'expérimentation.

Donc, le SK&F-89976-A provoque une diminution dose-dépendante de

l'intensité des crises.

Les résultats obtenus dans l'expérience n02C sont comparables à ceux

obtenus dans l'expérience n05B en ce qui concerne le premier test contrôle

(Tableaux 34 et 50) . Les rats employés dans ces deux expériences présentaient donc

les mêmes caractéristiques en début d'expérience, ce qui nous permet de comparer

les effets du SK&F-89976-A à ceux du DZP. Le SK&F-89976-A est beaucoup moins

efficace que le DZP pour inhiber les crises induites par le PTZ (environ 16 fois

moins) dans les conditions du test (Figures 57 et 77) : Le DZP réduit significativement

l'intensité des crises à partir de 0.5 mg/kg (expérience n05B), alors que 8 mg/kg sont

nécessaires pour obtenir une réduction statistiquement significative avec le : SK&F­

89976-A (expérience n02C). Yunger et al. (1984) ont obtenu une EDSO de 6.3 mg/kg

i.p . avec le SK&F-89976-A, vis-à-vis de la composante extension des pattes antérieures

des crises induites par le PTZ (25 mg/kg i.v.), Ces résultats sont donc assez proches de

ceux obtenus dans l'expérience n02C.

Le SK&F-89976-A a un effet légèrement différent de celui du DZP sur le

déroulement des crises comportementales. Comme le DZP, il provoque une diminution

de l'intensité (mais beaucoup moins marquée qu'avec le DZP). une augmentation de la

latence d'apparition (avec la plus forte dose testée uniquement), mais contrairement

au DZP, il a tendance à augmenter la durée de la crise. Le DZP est donc un inhibiteur

plus puissant des convulsions induites chimiquement. Cependant. avec le DZP, on

observe des effets secondaires (ataxie, sédation et myorelaxation), ce qui n'est pas le

cas avec le SK&F-89976-A même à 32 mg par kg. D'autre part, il faut noter que, quelle

que soit la dose testée, aucun stade 0 n'a été obtenu avec le SK&F-89976-A,

contrairement au DZP. Le SK&F-89976-A semble inhiber uniquement les crises

généralisées (c'est-à-dire supérieures au stade 3). Schwark & Haluska (1986) ont

montré que ce composé, après administration chronique, inhibait la généralisation

des crises induites par embrasement de l'amygdale, mais les crises n'étaient pas

complètement inhibées. Heit & Schwark (1988) ont employé le même modèle animal

et ont obtenu des résultats similaires : l'intensité minimale obtenue avec le SK&F­

89976-A était de 2.3 ± 0.4 selon l'échelle de Racine (1972). D'après ces auteurs, les

augmentations des quantités de GABA induites par les inhibiteurs de la recapture du

GABA dans des régions subcorticales, telles que la substantia nig ra, seraient à

l'origine de l'activité anticonvulsivante de cette catégorie de substances. Etant donné
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TRAITEMENT CONTROLE SK&F 4 mg/kg SK&F 8 mg/kg SK&F 16 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

ASC1 2,5 0,8 1,8 0,4 2 ,3 0,6 1,3 0,6

ASC2 3 ,1 0,6 3,3 0,8 4 ,0 0,8 2,0 0,5

ASC3 4,5 1,0 4,6 0,5 4 ,4 1,2 2,8 0,7

lUfAS: _. l .Q,.L .__.__.. ..Il.. .2...§...______ ..M..~,.!>_----- _!d. .§.L.Q.___.._._._ !d.
0&1 0,1 0,1 0 ,4 0,3 0,4 0,2 0,6 0,4

0&2 3,3 0,8 2 ,3 0,8 3 ,9 0,8 1,8 0,6

0&3 3,9 0,8 4 ,0 1,1 4,9 0,8 1,4 *ab 0,7

~.__..._._._- .7:2__.._...._ ._.. -~,.~. .§Aï...._.._.._...._._ ..1.6..~•.L ............_._.._. ..12.. .~..!t_.._..J?......._... ..Q,9...
MA!'CHRUQL .J.l'.,.L._.._.___ 1.l ..H!•.~.....__._._.._...1..Q.. !.?J.§.__._._....._._. .12.. -~.§.._._.._.~!!._..... ..bl
R+Rpl 4,0 0,3 4 ,8 0,8 5,9 0,5 3,9 0,8

R+Rp2 5 ,8 0,6 5,0 0,9 6,6 0,9 3,5 1,0

R+Rp3 5,4 0,8 5 ,8 1,2 7,0 1,0 5,1 1,0

J:Q!1U' _._._.__._.!~.,..L ..._._....__ ..Q,~- ..!.?...~...._.._......__.. _~.1.~1.~._.. . .._••_._ . ..f ,Q.. .l~•.~.....__.._.._...... _b2.
OIXI 0,6 0,6 0,9 0,6 0,0 0,0 0 ,3 0,3

om 0,3 0,3 0,9 0,6 0, 5 0,3 0 ,0 0,0

OIX3 0,4 0,4 0 ,8 0,4 1 ,0 0,4 0,0 0,0

lQ1Q!~:_..._.......__.... .L .;!..........._..__..... ..Q,,§.. .~•.?..................._... 14 )....§.......................... ..Q,l.. .Q.,.~........................... ..9.d____•.1_ ••

TOlU 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0 ,0 0,0 0,0 0,0

TOlU 0,4 0,2 0 ,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1

TOlU 0,5 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1 0,4 0,2

mIT°ll.._.__.._.Q~......._............... ..QJ... .Q.,.~_......_................ 0 7 Q.J.......................... 0 7 .Q.,..~..........._........._... ..Qd.....:.z:::.. •••••r.::••

LATMl 47,4 8,2 54,4 12,1 37,4 5,1 74,8 18,2

LATMS 1194 22.6 1246 13.1 1193 171 1475 155

nombre de marches descendues
pendant la 3ème mnTableau 51: Expérience n'3C: Effets du SK&F-89976..A (4-16 mg/kg, i.p , 30 mn avant

le test) en solution dans le OM!, dans le test de l'escalier, ch ez le rat
Wistar. *: p < .05 par rapport au lot contrôle; a: p < .0 5 par rapport à 4
mg/kg; b: p < .01 par rapport à 8 mg/kg (test de Mann-Whitney) . N = 8
par lot .

Figure 7 8:

nombre total d e marches
montées ou descendues en 3 mn

Ex-périence n'3C : Effet du SK&F-89976-A (4-16 mg/kg, i.p. 30 mn avant le
test) en solution dans le DM! sur le nombre de marches montées et de
redressements effectués (haut), sur le nombre de marches descendues
pendant la troisi ème minute du test et sur le nombre total de marches
montées ou descendues pendant le test (bas), chez le rat Wistar. *: p < .05
par rapport au lot contrôle (te st de Mann-Whitney).



que l'activité électrique localisée de crise ne passe pas au niveau de la sub s t a nt ia

ni g ra ; le médicament est incapable de prévenir les composantes non généralisées de

la crise .

En résumé. le SK&F-89976-A montre des propriétés anticonvulsivantes

mais celles-ci sont moins importantes que celles du DZP et le SK&F-89976-A inhibe

uniquement la composante généralisée de la crise. à l'inverse du DZP qui atteint une

inhibition complète de la crise. Par contre, le SK&F-89976-A montre moins d'effets

secondaires que le DZP aux doses anticonvulsivantes. Les effets · secondaires sédatifs

(ataxie , myorelaxation) du DZP apparaissent 1 à 2 mn après l'administration et sont

toujours observables au moment de l'administration de PTZ, 30 mn plus tard. Par

contre, aucun effet secondaire n'est observable sur l'activité générale avec le SK&F­

89976-A, même aux plus fortes (Joses. Schwark & Lëscher (1985) ont fait les mêmes

observations à des dosages comparables.

III. TEST DE L'ESCALIER

A. Expérience n 03C ; Effet du SK&F-89976-A (4-16 ml:/kl:. Lp,) en

solution dans le DMI à 25% (30 mn)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 32 rats mâles Wistar de 300-400 g (élevage du laboratoire).

Traitements Ils sont réalisés. par voie i.p., 30 mn avant le test:

* Lot contrôle DM! à 25% (N = 8) ;

* Lots traités avec le SK&F-89976-A 4 mg/kg (N = 8) ;

8 mg/kg (N = 8) ;

16 mg/kg (N = 8), en solution dans le DM! à 25%.

2. Résultats

L'analyse par le test de Kruskal-Wallis montre les résultats suivants (DDL =
3, N =32) :
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- ASCl:

- ASC2:

- ASC3:

- TOTASC:

- DESC1:

- DESC2:

- DESC3:

H =2.35 ; N.S.

H =4.11 ; N.S.

H =3.61 ; N.S.

H =6.00 ; N.S.

H =1.16; N.S.

H =4.74; N.S.

H =9.33 ; P = .0252

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3:

H =2.22 ; N.S.

H =2.67 ; N.S.

H =5.82 ; N.S.

H =2.77 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.

H =4.36 ; N.S.

H =2.82 ; N.S.



- TOIDESC: H =8.06 ; P =.0447

- MARCHES TOT: H =7.95 ; P = .047

- R+Rpl: H =5.83 ; N.S.

- R+R2: H =5.77 ; N.S.

- R+R3 : H = 1.97 ; N.S.

- TOTRR : H =5.72 ; N.S.

- TOTIOIL:

- LAT Ml :

- LAT M5 :

H =5.58 ; N.S.

H = 3.73 ; N.S .

H = 1.88 ; N.S .
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Les seuls paramètres montrant une hétérogénéité entre les différents lots

sont le nombre de marches descendues et le nombre total de marches montées ou

descendues. Dans les lots traités avec le SK&F-89976-A, en dehors d'une diminution du

nombre de marches descendues pendant la troisième mn du test, avec une dose de 16

mg/kg de poids corporel (Figure 78), aucune modification de comportement n'a pu

être statistiquement démontrée, par rapport au lot contrôle (Tableau 51). Le nombre

total de marches montées et descendues est significativement plus faible avec 16

mg/kg, par rapport aux 2 plus faibles doses (Tableau 51). La diminution de l'activité

locomotrice évolue donc d'une manière dose-dépendante. Le nombre de marches

montées et le nombre de redressements effectués ont tendance à diminuer avec la

plu s forte dose, mais de façon non significative (Figure 78) . Il Y a donc une petite

baisse du niveau d 'activité générale.

Avec 8 mg de SK&F-89976-A par kg, le nombre de marches montées ou

descendues augmente légèrement, mais le nombre de redressements augmente

également. Ainsi , nous pouvons dire qu'aucune des trois doses de SK&F-89976-A

utilisées ne provoque d'effet de type anxiolytique (Figure 78) . Plusieurs raisons sont

envisageables pou expliquer cette absence d'effet anxiolytique Soit le solvant

masque l'effet de la substance (comme dans l'expérience.nvâb), soit les doses testées

sont inférieures à la dose efficace, soit le SK&F-89976-A n'est pas encore ou plus actif,

30 mn après l'injection, soit il est totalement dépourvu d'activité anxiolytique. Afin

de vérifier les deux premières hypothèses, le SK&F-89976-Aa été testé en solution

dans le NaCI 9%0 et à un dosage différent, dans l'expérience suivante.

B. Expérience n04C ; Effet du SK&F-89976-A (3-24 m~/k~. Lp,) en

solution dans le NaCI 9%0 (30 mn)

1. Matériel et méthodes

- Animaux 60 rats femelles Wistar de 250-300 g (élevage du laboratoire).

- Traitements : Ils sont réalisés, par voie i.p ., 30 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 12) ;



TRAITEMENT TEMOIN SK&F 3 ma/ka SK&F 6 ma/ka SK&F 12 m ~jk~ SK&F 24 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
~1 3,4 0,6 3,5 0,7 2,4 0,6 1,6 *a 0,5 0,3 ***abc 0,2
~2 5,1 0,5 5,3 0,5 3,5 * 0,7 2,3 **a 0,5 0,4 ***abc 0,3
~3 5,0 0,9 4,8 0,7 4,1 0,9 1,9 *a 0,5 0,3 ***abc 0,2
1Uf~ 13 5 14 137 16 100 16 5 8 ***a .....Qt~L. 1 0 ***abc .....QlL.............•...................................... .......1................................. ••••••••1••••••• ........1................................. ••••••••1....... ........1................................. •••••••J........ .•..1.... ...•.. ... .... ..... .... ......... .. ....1.......................................
DffiCl 0,6 0,2 1,6 0,6 0,4 a 0,3 0,2 a 0,1 0,0 *a 0,0
DffiC2 5,3 0,9 4,3 1,1 3,1 0,8 1,7 ** 0,5 0,0 ***abc 0,0
DffiC3 5,5 0,7 5,3 0,6 4,8 0,7 3,0 *a 0,8 0 ,1 UAabc 0,1
rornsc Il 4 13 Il 2 ....J.t?.... .~J..~................................ ....J.!~ .... 48 Ua ....JP.... o 1 ***abc 01................................................... .......1................................. ........1••••••• ........1................................. ....1..................................... ....1....................................... .••••.•.1•••.•••

MARCHffi Till ?.11.~t........................... .....?IZ.... .?.11.§............................. .....J.I?.... .!.~1.~............................. .....?:/).... 107 **a ....JJ.~ .... 1 1 ***abc 05................................................... ........r................................. ....1....................................... ........1.......
R+Rpl 6,8 0,9 5,7 0,6 5,3 0,6 3,4 **ab 0,5 1,4 ***abc 0,4
R+Rp2 8,3 1,2 8,7 0,6 6,5 1,0 4,4 **ab 0,6 0,9 ***abc 0,4
R+Rp3 9,9 0,9 Il,0 0,9 8,7 1,1 5,3 **ab : 0,9 1,1 ***abc 0,4
TOTRR ??..1.J............................. .....?I~ .... .??..1.~............................. ....IIQ.... .?Q1.4............................ .....?:J.~ .... 13 1 ***ab ...)).~.... 3 4 ***abc .....I1Q...................................................... ........r................................. .. .. 1............... ...... ........ ... ... ....

DEFI 0,0 0,0 0,3 0,3 0,4 0,3 0,0 0,0 0 ,3 0,2
DEFl 0,3 0,3 0 ,3 0,3 0 ,4 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
DEF3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0
TOIDIf Q.J.~................................ .....QI~.... .Q.J.~................................ .....91~.... .Q.J.~................................ .....9A.... .Q.J.? ............................... .....9.t? ... .Q.J.~................................... .....Q,.?:........................................................
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0
TOI1.3 0,3 0,2 0,2 0,1 0,0 0,0 0 ,3 0,1 0,0 0,0

.J.QITQ~............................ Q.J.~ ................................ .....QI?.... .Q.J.?................................ .....911.... .Q.t.9................................ .....9&... .Q.t .~................................ .....9J.L.. 00 .....Q,Q........1.. .......... .... .... .. .......... ... .. .

lAT Ml 34,6 5,6 24,3 4,8 38,3 6,2 40,0 a 6,2 129,5 ***abc 18,3
lAT MS 69.3 9.2 778 9.8 96,9 11,9 1344 **a 148 179.9 ***abc 01

Tableau 52: Expérience n04C: Effets du SK&F-89976-A (3-24 mg/kg, i.p . 30 mn avant le test) en solution dans le NaCI 9%0, dans le
test de l'escalier, chez le rat Wistar. *: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 par rapport au lot témoin; a: p < .05 par rapport
à 3 mg/kg; lx p < .05 par rapport à 6 mg/kg; c p < .05 par rapport à 12 mg/kg (test de Mann-Whitney) . N = 12 par lot .



* Lots traités avec le SK&F-89976-A 3 mg/kg (N = 12) ;

6 mg/kg (N = 12) ;

12 mg/kg (N = 12) ;

24 mg/kg (N = 12), en solution dans le NaCI 9%0.

2. Résultats

Etant donné que cette substance est soluble dans · l'eau, nous avons

renouvelé l'expérience en dissolvant le SK&F-89976-A dans du NaCI 9%0, ce qui nous

permet de contourner le problème du véhicule d'injection. L'analyse par le test de

Kruskal-Wallis montre les résultats suivants (DDL = 4, N = 60) :
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- ASCI: H =20.13 ; p =.0005

- ASC2: H =32.63 ; p = .0001

- ASC3: H =29.07 ; P = .0001

- TOTASC: H = 37.50 ; P = .0001

- DESCl: H = 15.43 ; P = .0039

- DESC2: H = 23.87 ; P = .0001

- DESC3: H =29.71 ; P = .0001

- TOTDESC: H =35.94 ; P =.0001

- MARCHES TOT: H =37.08 ; p = .0001

- R+Rpl: H = 30.12 ; P = .0001

- R+R2: H = 33.73 ; p = .0001

- R+R3: H = 36.33 ; p = .0001

- TOTRR: H =40.22 ; P = .0001

- DEFI:

- DEF2 :

- DEF3 :

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

- LAT M5 :

H =4.19; N.S.

H =3.56 ; N.S.

H =2.07 ; N.S.

H =4.14 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.·

H =4.00 ; N.S.

H =5.64 ; N.S.

H =7.75 ; N.S.

H =23.30 ; P = .0001

H = 31.33 ; p = .0001

En dehors des défécations et des toilettages , tous les paramètres pris en

compte sont modifiés par le SK&F-89976-A (Tableau 52). Le nombre total de marches

montées et le nombre total de marches descendues sont diminués par le SK&F-89976-A

d'une manière dose-dépendante, cette diminution atteignant le niveau de

significativité statistique à partir de 12 mg/kg. D'abord comparable aux témoins avec

3 mg de SK&F-89976-A par kg, il diminue à partir de 6 mg/kg pour devenir presque

nul avec 24 mg/kg. Le nombre de redressements effectués évolue parallèlement au

nombre de marches montées (Figure 79). Les latences de montée de la première et de

la dernière marche augmentent d'une manière dose-dépendante avec le SK&F-89976­

A, la différence avec le lot témoin devenant statistiquement significative à partir de

24 mg/kg pour la première et à partir de 12 mg/kg pour la dernière.

Ainsi, le SK&F-89976-A montre, dans cette expérience, des effets sédatifs

dose-dépendants significatifs à partir de 12 mg/kg et aucune activité anxiolytique

n'est observable (Figure 79). Il faut noter que nous n'avons pas rajouté de lot traité
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Figure 79: Expérience n04C: Effet du SK&F-89976-A (3-24 mg/kg, i.p. 30 mn avant le
test) en solution dans le NaCI 9%0 sur le nombre de marches montées et
de redressements effectués (haut), la latence de montée de la première
et de la dernière marche (milieu) et le nombre total de marches
descendues pendant le test (bas), chez le rat Wistar. **: p < .01, ***: p <
.001 par rapport au lot témoin (test de Mann-Whitney) .



avec le DZP dans cette expérience. celui-ci n'étant pas soluble dans le NaCI 9%0. En

résumé. le SK&F-89976-A montre des effets sédatifs dose-dépendants mais semble

dépourvu d'effets anxiolytiques. Ces effets sédatifs ne sont pas aussi importants que

ceux du DZP. puisqu'on ne les distingue pas à l'observation du comportement général

des rats, mais uniquement dans les résultats du test de l'escalier.

Il semble donc que l'absence d'effets de type anxiolytique dans

l'expérience n03C n'était liée ni au véhicule d'injection. ni à un intervalle trop court

entre l'administration et le test.

C. Dis ç u s s ion

Heit & Schwark (1988) ont observé des effets secondaires (sédation,

relâchement des muscles abdominaux, écartement des pattes postérieures et ataxie)

après une administration orale de 30 mg de SK&F-89976-A par kg. mais aucun effet

secondaire n'était distingué avec 15 mg/kg. Lëscher & Schwark (1985) par contre,

n'ont pas observé d'effets secondaires lorsque le SK&F-89976-A était injecté en i.p . 30

mn avant l'expérimentation. aux doses de 5. 10 et 20 mg/kg. dosage comparable à

celui employé dans nos expériences. Les paramètres pris en compte étaient la

locomotion spontanée, les réflexes de redressements quand le rat est soulevé par la

queue. la Iacrimation, etc.... c'est-à-dire une observation de l'état général du rat

effectuée tout de suite après l'injection. Or. le test de l'escalier permet une analyse

plus fine de l'état d'activité du rat. De plus , immédiatement après l'administration, le

SK&F-89976-A n'a pas encore diffu sé dans l'organisme et ses effets sur l'activité

générale ne sont peut-être pas encore observables. C'est ce qui explique

probablement la différence avec nos résultats.

Dans l'expérience n03C. on pouvait penser que comme dans le cas du DZP.

c'est-à-dire en raison de la présence d'effets secondaires liés au DMI, aucun effet

anxiolytique ne pouvait être montré avec le SK&F-89976-A chez le rat Wistar, lorsque

le DMI était utilisé comme véhicule. Cependant. au vu des résultats de l'expérience

n04C. il apparaît que les effets secondaires observés dans la première expenence

n'étaient liés ni au véhicule d'injection seul, ni à un intervalle trop court entre

l'administration et le test, mais au SK&F-89976-A lui-même. Par conséquent, le SK&F­

89976-A montre. dans le test de l'escalier. des effets sédatifs dose-dépendants mais ne

montre aucune activité de type anxiolytique.

Le SK&F-89976-A montre un profil d'activité différent de celui du DZP.

Comme le DZP. il présente des propriétés anticonvulsivantes vis-à-vis du PTZ. mais à

des doses supérieures au DZP. Par contre, contrairement au DZP, il n'a montré aucun

effet de type anxiolytique dans le test de suppression néophobique de la prise de

boisson et dans le test de l'escalier. où il a montré des effets secondaires. Les effets

secondaires du SK&F-89976-A sont cependant moins marqués que ceux du DZP et
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apparaissent à des doses nettement supérieures. L'ensemble de ces données suggère

que l'augmentation centrale de l'activité GABAergique produise une activité

anticonvulsivante mais ne modifie pas le niveau d'anxiété des animaux,

contrairement aux BZD qui possèdent les 2 activités. L'augmentation du taux cérébral

de GABA synaptique, induite par le SK&F-89976-A, est peut-être insuffisante ou

inadéquate pour produire une activité anxiolytique. Au lieu d'augmenter l'activité

GABAergique cérébrale en inhibant la recapture du GABA, il est possible d'agir d'une

manière différente, notamment en apportant du GABA exogène. Nous avons vu que le

GABA ne traversait pratiquement pas la BHE et que les injections cérébrales

présentaient un certain nombre d'inconvénients. L'utilisation de systèmes de

libération chimique pour augmenter le taux de GABA central semble donc un moyen

intéressant, n'ayant pas les inconvénients des administrations cérébrales, pour

produire une augmentation de la quantité de GABA disponible dans tout le SNCtout en

limitant les concentrations périphériques à des niveaux faibles . Le chapitre suivant

est consacré à l'étude comportementale de différents SLC transportant du GABA ou de

l'acide nipécotique .
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1. TEST DE L'ESCALIER

Nous avons évalué les effets de plusieurs SLC et nous les avons comparés

aux effets du DZP. Afin de vérifier que les conditions expérimentales journalières

permettaient la mise en évidence d'un effet anxiolytique, un lot traité avec 0.8 mg de

DZP par kg de poids corporel (dans le même véhicule) était réalisé dans chaque

expérience. Un lot témoin (NaCI 9'7'00) et un lot contrôle (Transcutol 30%, Tween 10%)

étaient également réalisés dans chaque expérience, afin de détecter les éventuels

effets du véhicule.

Les SLC qui ont été étudiés sont les suivants

- le SLCI4, composé d'un transporteur de type dihydrotrigonelline et d'une molécule

de GABA protégée par un noyau benzyl ;

le SLC13, composé d'un transporteur de type mixte et d'une molécule de GABA

- le SLCI9 , composé d'un transporteur de type mixte et d'une molécule de GABA

protégée par un noyau benzyl ;

le SLC 18. composé d'un transporteur de type mixte et d'une molécule de nipécotate

- le SLCI7, composé d'un transporteur de type quinoléine et d'une molécule de GABA ;

- le SLCI5 , composé d'un transporteur de type quinoléine et d'une molécule de

nipécotate.
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A. Expérience n OID Effets du SLC13 (5-20 ml:/kl:. i.v.) et du DZP

(0.8 ml:/kl:. Ly. 60 mn ayant le test) en solution dans ! e

Transcuto! 30% Tween80 10% semaine

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 49 rats mâles Wistar de 150-180 g (lFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 1

semaine avant l'expérience .

Traitements : Ils sont réalis és par voie LV., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 10) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 7)

* Lots traités avec le SLC13 5 mg/kg (N = 8) ;

10 mg/kg (N = 8) ;

20 mg/kg (N = 9), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.



TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC13 SLC13 SLC13 DZP

5 ma/ka la mg/kg 20 m g/kg 0.8 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 1,7 0,4 2 ,0 1,0 0,4 0,2 2 ,0 1,0 0,7 0,7 2 ,1 0,9
/'>$C2 2,9 0,6 2 ,4 0,8 2,3 0,5 3,9 0,8 1,3 0,9 3,4 0,9
ASC3 6,0 0,9 3 ,3 0,6 3, 5 0,8 4,3 1,0 2, 7 2,2 2 ,1 0,9
1Uf~ .!.Q.I.~........................Ji!.. ?I.?...................... ..... .J.IZ... ~,..!.......................... .J.l~... J.Q,.l...................... ...~,}.. 4.,.?.......................... ...~,?,.. .7..1..?.......................... ...~l2. ............u . ..a ..a ..........................

DE5C1 0,6 0,3 0,9 0,4 0,3 0,2 1,7 0,9 0,0 0,0 1,6 0,9
DE5C2 2,6 0,5 2 ,1 0,8 0,8 0,4 2 ,9 0,7 1,7 1,7 2 ,0 0,9
DE5C3 3,2 0,8 3,3 0,7 3,8 0,8 3,9 0,9 1,0 0,6 2 ,3 0,7
romsc §..,.4.......................... ..J.I~... .§..,.~.......................... ..J.,?... 4.,Jt..........................JP.. .~,.4.......................... ...l,~... .?:.,.?.......................... ...~,l.. 5 9 13............................................. ....1.............................. ......,......
MARCHESTaf .~.?.I.Q...................... ....?:.&.. J.4.I.Q...................... ..},~... J.Q.I.?...................... .. .~,~... .!.§..,.§...................... ...~,~ ... .?.,.~.......................... ...?,~... 13 6 ..J,}............................................... ........,..........................
R+Rpl 6,4 1,1 5 ,6 0,9 4,6 1,4 4,1 0,8 6,0 2,9 4,4 1,2
R+Rp2 5,8 0,7 7 ,3 0,8 4,3 * 0,6 8,3 °ab 1,0 5 ,0 1,2 3,9 1,1
R+Rp3 8,9 1,1 9,4 1,1 5,3 0* 0,9 8,9 ab 1,0 2,7 O*b 0,9 3,1 00** 1,2
TOTRR 2 1 1 22 22 3 23 14 1 0* 22 213 ab .J/~... .!.~.,.Z...................... ...:!,J.. Il 4 0* 26............................................. ........1...... ......... ........... .......1... ... ........1.. ............ ... ......... ... .. .!.. .. .. ........1.......................... ....../...... .... ....1........ ....... .... ....... .. .. .... 1.................. .. .. .... ......1......

DFF1 0,6 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 1,3 0,7 0,9 0,6
DFF2 0,4 0,3 1,4 0,7 1,0 0,5 0,6 0,4 1,7 1,2 0,4 0,3
DFF3 0,2 0,2 1,4 ° 0,4 0,3 * 0,3 1,4 ° 0,6 0,0 0,0 0 ,3 * 0,2
1UIDFF 1 2 07 3 1 .J/Q... J.l.4.......................... ...Q&.. .?:.1..~....................... ... ..J.P.. .~.I.Q......................... ....LZ... 1 6 ..JP............................................... ....P.. .... .......... .............. .. .. . ..!...... ... ..P........................... ... ....1..............................
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,2 0,1 0,3 0,2 0,8 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 . 0,2
TOIL3 0 ,2 0,1 0 ,3 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 0,7 0,3 0,1 0,1
lUITOIL 04 02 Qp.§.......................... ...Q/~ ... .!.,..~.......................... ...Qr:!... Q,.4.......................... ...Q/~ ... .Q,.?.......................... ...Q,~... .Q1.4.......................... ...Q,.?:................................................ ....P.......................... .... .. .. .. .1.....

lAT Ml 4 5,1 8,3 47,3 16,8 72,4 15,0 29,7 10,3 113,0 36,4 61,1 24,7
lAT MS 131.5 13 5 130.0 226 163,1 9,1 1396 23 5 145.3 347 1134 290

Tableau 53: Expérience n010: Effets du SLC13 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le te st) et du DZP (0 .8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 1
semaine avant l' expérience. 0: p < .05, 00: p < .01 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .0 1 par rapport au lot
contrôle; a: p < .05 par rapport au DZP; lx p < .05 par rapport à 5 mg/kg (test de Mann-Whitney). N = 7 à 10 par lot.



* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 7). en solution dans le mélange

Transcutol 30%. Tween80 10%.

2. Résul tats

Le SLC 13 comporte un transporteur de type mixte auquel est fixée une

molécule de GABA. Parmi les doses testées. certaines ont montré des effets toxiques.

En effet. des décès sont survenus avec les 2 doses les plus élevées. très peu de temps

après l'injection de la solution :

o mort sur 8 rats avec 5 mg/kg

1 mort sur 8 rats avec 10 mg/kg. 10 mn après l'administration ;

- 6 morts sur 9 rats avec 20 mg/kg. moins de 2 mn après l'administration.

Les données de cette expérience nous ont permis de calculer une dose

létale 50 du SLC 13 : DL50 = 16.7 mg/kg ± 2.6 (méthode de Berkson, 1953). L'observation

des animaux montre un épanchement de synovie au niveau des narines. au moment

du décès. suggérant la survenue d'un choc osmotique sanguin.

L'effectif total passe donc de 49 à 42 pour les données comportementales.

L'analyse des résultats présentés dans le Tableau 53 par le test de Kruskal-Wallis

donne les valeurs suivantes (DDL = 5. N = 42) :
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- ASC1: H =6.48 ; N.S.

- ASC2 : H =4.31 ; N.S.

- ASC3: H =9.70; N.S.

- TOTASC: H =5.96; N.S.

- DESC1 : H =8.08 ; N.S.

- DESC2: H =7.27; N.S.

- DESC3: H = 5.47 ; N.S.

- TOIDESC: H =4.79 ; N.S.

- MARCHES TOT : H =5.03 ; N.S.

R+Rp 1 H =4.01 ; N.S.

R+Rp2 H = 12.95 ; P =.0239

R+Rp3 H = 19.59 ; P = .0015

- TOTRR: H = 14.26; P = .014

- DEFI:

- DEF2 :

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOlU:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOITOIL :

- LAT Ml :

LAT M5:

H =5.72 ; N.S.

H =4.15 ; N.S.

H = 12.70 ; P = .0264

H =3.91 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.

H =9.50 ; N.S.

H =2.97 ; N.S.

H =5.09 ; N.S.

H =7.63 ; N.S.

H =3.67 ; N.S.

Seuls les redressements et les défécations présentent une hétérogénétité

statistiquement significative entre les lots. Entre le lot témoin et le lot contrôle. la

seule différence significative du point de vue statistique détectée. se situe au niveau

du nombre de défécations pendant la troisième mn du test. qui est supérieur dans le

lot contrôle par rapport au lot témoin (Tableau 53). On peut donc considérer que. dans
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Figure 81 : Expérience n'lD: Effets du SLC13 (5-20 mg /kg, i.v. 60 mn avant le test)
et du DZP (0 .8 mg /kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 1 semaine
avant l'expérience, sur le nombre de défécations effectuées pendant la
troisième mn du test. ": p < .0 5 par rapport au lot témoin; *: p < .05 par
rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney ).
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Figure 80: Expérience n'lD: Effets du SLC13 (5-20 mg /kg, i.v . 60 mn avant le test)
et du DZP (0 .8 mg /kg) en sol ution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 1 semaine
avant l'expérience, sur le nom bre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur le n ombre de redressements
effectués minute par minute (bas). 0: p < .0 5, GO: p < .0 1 par rapport au
lot témoin; *: p < .05, **: p < .01 par rapport au lot contrôle (test de
Mann-Whitney) .



cette expérience. le véhicule est pratiquement dépourvu d'effets propres sur les

paramètres pris en compte. pouvant interférer avec les effets du SLC13 et du DZP.

Le lot traité avec le DZP à la dose de 0.8 mg/kg montre un effet de type

anxiolytique caractérisé par une diminution du nombre de redressements.

significative par rapport aux lots témoin et contrôle. sans modification

statistiquement significative du nombre de marches montées (Figure 80). Le DZP

provoque également une augmentation du nombre de défécations pendant la

troisième mn du test (Figure 81).

A la dose de 5 mg/kg, le SLC13 induit une diminution statistiquement

significative du nombre total de redressements par rapport aux lots témoin et

contrôle (Figure 80) et une diminution du nombre de défécations pendant la

troisième mn du test par rapport au lot ~ contrôle (Figure 81), les autres paramètres

observés n'étant pas modifiés d'une manière significative (Tableau 53). Donc. il s'agit

d'un profil de type anxiolytique. Par contre, avec 10 et 20 mg/kg, aucune différence

significative du point de vue statistique n'a été obtenue par rapport au lot contrôle,

mise à part une diminution du nombre de redressements effectués pendant la

troisième mn du test avec la plus forte dose. Ainsi, les effets de type anxiolytique

observés à la plus faible dose testée disparaissent avec l'augmentation de la dose et

n'évoluent pas d'une manière dose-dépendante (Figure 80). Le nombre total de

redressements effectués par les rats traités avec 10 mg de SLC13 par kg est

statistiquement différent de celui des rats traités avec 5 mg/kg. Par contre, avec 20

mg/kg, ce paramètre retrouve une valeur comparable à celle observée avec 5 mg/kg,

qui n'est cependant statistiquement différente du contrôle que pendant la troisième

mn du test (Figure 80).

En comparant les 3 lots traités avec le SLC13 au lot traité avec le DZP, on

constate que la seule dose de SLC13 ne montrant pas de différences significatives

avec le DZP est la plus faible dose testée (Tableau 53) . Le SLC13, à la dose de 5 mg/kg,

provoque donc des effets comparables à ceux du DZP, à la dose de 0.8 mg/kg dans le

test de l'escalier.

Cette expérience a montré que le véhicule n'interférait pas avec les effets

des substances testées et que, au vu des résultats observés avec le DZP. les conditions

de l'expérience permettaient la mise en évidence d'un effet de type anxiolytique. Le

SLC 13 a montré des effets comparables à ceux du DZP et semble donc avoir une

activité de type anxiolytique à la dose de 5 mg/kg. Par conséquent, il serait

intéressant de tester un dosage inférieur à 5 mg/kg, plus éloigné des doses toxiques.
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TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC14 SLC14 SLC14 DZP

5 ma/ka 10 mg/kg 20 mg/kg 0.8 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 2,6 0,9 3,0 0,5 0,8 **a 0,4 1,4 *a 0,7 2 ,3 0,7 3,4 0,5
ASC2 3,0 0,8 5,2 0,5 3,8 1,1 2 ,9 0,9 4,1 0,9 5,1 0,6
ASC3 4,8 1,1 5,1 0,7 4,3 1,3 5,5 1,2 5,3 0,8 4,3 0,9
1Uf~ .!.Q.J.1..........................fi?.. .!.~.J.~...................... .J.I~.. .~,Jt........................ ...~,.?... .?1..~.......................... ...~A... .!..!.r.~...................... ....lA... .!.~.1.~...................... ..J,.?.................................................
DffiCl 1,2 0,4 0,7 0,3 0,8 0,4 0,6 0,2 1,1 0,8 2,0 0,5
rrscz 2,8 1,1 3,8 0,5 2,8 1,2 2, 5 1,0 3,7 0,8 4,7 0,7
DffiC3 4,9 1,3 6,0 0,7 3,5 0,9 4,6 1,1 3,9 0,7 3,9 1,0
1.UIl:m: §..r.~.......................... ....?,~.. .!.Q.J.~...................... .J.IQ.. ?.I.Q......................... ...~,~... 7..1.?.......................... ...~,.L .~ 1.?.......................... ..Jl?... .!.Q,.§...................... ....L?................................................
MARCHfSTOf .!.~.r}...................... ....?.I.L ~.~.r.~...................... ...~,?.. .!.?.r.~...................... ...:1:z!.... .!.?r.?....................... ...4A... .?Q,.4...................... ..}P.. 234 ...:?I.L............................................. ........1..........................
R+Rpl 4 ,5 1,3 6,6 0,6 4,8 1,1 7,0 0,9 5 ,8 1,2 6,2 0,9
R+Rp2 9,6 1,5 7,9 1,0 6,6 0,8 7,2 1,0 6,8 1,2 7,8 0,8
R+Rp3 9,0 1,3 9,7 1,1 7,8 1,5 8,9 1,0 9,7 1,9 7,5 1,2
TOTRR 23 1 37 242 20 .!.~.r.!...................... ...~&.. 23 1 .J. ,?... .??:. r.~...................... 30 21 5 ...~P ............................................... ........J.......................... .••••••1..... ........r.......................... ..••••1...... ........r.......................... .. .... 1••••.. ........1..........................
Dff1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,4 0,2
Dff2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,1 0,1 1,1 0,6 0,6 0,3 1,1 0,5
Dff3 0,7 0,7 0,5 0,4 1,0 0,6 0,6 0,4 0,3 0,2 0,6 0,3
lUIDff 09 ....Qz?.. 08 07 1 1 07 J.1.?.......................... 09

1 ° 07 2 1 07..........-................................. ....P........ ..... ................. ....P.... ........ .................. ......1..... ....1........ ...................... ...... P...... .. .. ..1...... .... 1..... .. .............. ......... ... ...1...... .. ..1... ... .. .. .. .. ........ .... .. .. ...... 1......

TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0 ,3 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,1 0,1 0,2 0,1 0,5 0,2 0,4 0,2 0,6 0,2 0,1 0,1
TOIL3 0,4 0,2 0,7 0,1 0,4 0,2 0 ,6 0,3 0,1 0,1 0,6 0,2
lUITOIL 05 02 08 02

1 ° 03 1 3 04 07 ...QI?:... 0 7 03............................................. ....1... .................... ....... .... ...1•••••. ••••P..... ..... ........ ............ ..... .1..... •...1........ ..... .... .... ... .... .. ......1...... ....1.............................. ......1...... ....1.............................. .. ••1.............................. ......1.... ..

lAT Ml 55,2 19,0 35,2 7,0 63,9 12,2 72,8 18,8 36 ,2 6,8 22,0 4,3
lAT MS 121.0 19,9 100,3 12,1 151,8 160 13 7,6 15,4 110,4 19.1 103.1 15,3

Tableau 54: Expérience n02D: Effets du SLC14 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du DZP (0 .8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 1
semaine avant l'expérience. *: p < .05, **: p < .0 1 par rapport au lot contrôle; a: p < .01 par rapport au DZP 0 .8 mg/kg
(test de Mann-Whitney). N = 8 à 12 par lot.



B. Expérience n02D ; Effets du SLC14 (5-20 me/ke. Ly,) et du DZP

(0.8 me/ke. Ly. 60 mn ayant le test) en solutjon dans 1 e
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Transcuto\ 30% Tween80 10% (1 semaine

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

Animaux : 59 rats mâles Wistar de 140-180 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 1

semaine avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 10) ;

* Lot contrôle : Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12)

* Lots traités avec le SLC14 5 mg/kg (N = 8) ;

10 mg/kg (N = 10) ;

20 mg/kg (N = 9), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 10) , en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2. Résu 1ta ts

Le SLC 14 est composé d'un transporteur de type dihydrotrigonelline

auquel est fixée une molécule de GABA portant un noyau benzyl. Aucun effet toxique

n'a été observé aux doses testées.

Le Tableau 54 présente les résultats recueillis dans cette expérience.

L'analyse par le test de Kruskal-Wallis donne les valeurs suivantes (DDL = 5. N = 59) :

- ASC1: H = 14.36 ; P = .0135 - DEFI: H =8.67 ; N.S.

- ASC2: H =7.76 ; N.S. - DEF2: H =7.31 ; N.S.

- ASC3 : H = 1.48 ; N.S. - DEF3: H =2.00 ; N.S.

- TOTASC: H =4.61 ; N.S. - TOTDEF: H =4.66; N.S.

- DESC1: H =9.07 ; N.S. - TOILl : H =7.64 ; N.S.

- DESC2: H =6.96 ; N.S. - TOIL2: H =8.00 ; N.S.

- DESC3: H =4.06 ; N.S. - TOIL3: H =6.27 ; N.S.

- TOTDESC: H =4.64 ; N.S. - TOITOIL: H =4.60 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =4.55 ; N.S. - LAT Ml : H = 10.87 ; N.S.

R+Rp1 H = 4.82; N.S. LAT M5 : H = 7.08 ; N.S.

R+Rp2 H =3.55 ; N.S.

- R+Rp3: H = 1.97 ; N.S.

- TOTRR: H =2.10 ; N.S.
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Figure 82: Expérience n02D: Effets du SLC1 4 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
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pendant la première mn du test (bas) . *: p < .05, **: p < .01 par rapport
au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



Sur l'ensemble des lots, la seule différence stausuquernent significative se

situe pendant la première mn du test et concerne le nombre de marches montées.

Entre le lot témoin et le lot contrôle. aucune différence significative du point de vue

statistique n'est relevée (Tableau 54).

Dans les lots traités avec le SLC14. la seule différence qui apparaisse dans

l'analyse statistique. par rapport au lot contrôle, est une diminution du nombre de

marches montées. significative aux 2 plus faibles doses et pendant la première mn du

test uniquement (Figure 82) . Dans le lot traité avec 20 mg/kg. le niveau d'activité

locomotrice retourne au niveau des contrôles. On observe, par ailleurs, une

augmentation non significative de la latence de montée de la première marche dans

les lots traités avec 5 ou 10 mg de SLC 14 par kg . Le nombre de redressements

effectués. par contre n'est affecté par aucun des traitements (Figure 82).

Le DZP, à la dose de 0.8 mg/kg, n'induit aucune modification significative

du point de vue statistique par rapport aux lots témoin et contrôle (Tableau 54).

Contrairement aux résultats observés dans l'expérience précédente qui employait les

mêmes conditions expérimentales. on observe toujours une diminution du nombre de

redressements, mais qui n'est plu s significative. Par conséquent, les conditions de

l'expérience présente ne permettaient pas de mettre en évidence un effet

anxiolytique significatif des traitements aux doses employées . Cette expérience

confirme donc les constatations effectuées dans le chapitre concernant le DZP. c'est­

à-dire que les effets du DZP ne sont pas reproductibles avec des rats n'ayant bénéficié

que d'une semaine d 'habituation aux conditions du laboratoire. La comparaison

DZP/SLCI4 montre que les rats traités avec 5 ou 10 mg de SLC14 par kg montent moins

de marches que les lots traités avec le DZP pendant la première mn du test, mais que

l'activité comportementale des rats traités avec 20 mg de SLC14 par kg ne diffère pas

significativement de celle des rats traités avec le DZP.

En résumé. le véhicule d'injection. comme dans l'expérience précédente.

n'affecte pas significativement les paramètres pris en compte. Toutefois. les

conditions expérimentales journalières ne permettaient pas la mise en évidence d'un

effet de type anxiolytique avec le DZP à la dose de 0.8 mg/kg. Le SLC 14 provoque une

diminution de l'activité locomotrice au début du test avec 5 et 10 mg/kg. Par contre, il

montre un profil comportemental comparable à celui du DZP à la dose de 20 mg/kg.

Toutefois. ces résultats restent à vérifier. étant donné l'absence d'effet significatif du

DZP. Cette expérience sera donc reproduite avec des rats ayant séjourné au

laboratoire pendant 2 semaines avant l'expérience (expérience n05D).
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TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC15 SLC15 SLC15 nzp
5 ma/ka 10 rna/ka 20 ma/ka 0.8 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 1,6 0,6 2,3 0,6 2,9 0,8 3,7 1,0 2 ,9 1,0 3,6 0,7
ASC2 4 ,3 0,7 3,7 0,9 3,7 1,0 3 ,6 0,7 3,8 0,8 4,3 0,9
ASC3 5,1 0,9 2,9 0,7 4,5 0,8 5,0 1,0 4,3 0,8 5,2 1,1
1Uf~ J.1.r.Q...................... ...Ji~ ... §..r.~.......................... ...QI~.. 1..!.r.1...................... .J.&.. 1.~.r.~...................... ...~I.L 1..!.r.9....................... ..Jr.~... 13 1 20............................................. ... ..... 1.............. ..... .._ .. ......1......

DffiCl 0,8 0,2 1,3 0,4 1,3 0,5 2,3 0,7 1,6 0,6 2,2 0,6
DffiC2 3,9 0,7 1,5 0,6 3,1 0,8 4,3 0,9 2,7 0,7 3,6 0,8
DffiC3 4,2 0,8 4,2 0,6 5,1 1,1 3,8 0,7 4,1 1,2 5,3 1,2
rornsc 89 13 70 ..JI.L ~,.?.......................... 21 104 ..J&.. 83 21 Il 1 ...~,.!................................................ ....1.............................. .......1..... .....1............... ............... ......r...... ....... .1... ....... ..... ...... ..... ....1 ........ .............. ....... ......r...... ........1........................ ..

MARCHfSTOf 199 28 15 9 20 20 6 38 227 38 193 39 24 2 40............................................. ........r............................ .....1...... .... .... .1................ .......... ......1..... ........1..... ..................... ...... 1...... ........1......... ................. ....../...... ....... .1..................... ..... ....../...... ........1.......................... ......1......

R+Rpl 6,9 1,1 5,6 0,6 5,5 0,6 6,2 0,8 5,4 0,5 5,2 0,7
R+Rp2 7,5 0,9 5,8 0,9 7,8 1,3 9,9 1,2 7,1 0,9 7,3 0,6
R+Rp3 10,1 1,6 8,3 1,6 8,8 1,5 8,7 1,5 6,7 1,1 6,4 1,3
TarRR ~.~./.?...................... 32 197 25 22 1 30 248 28 192 18 189 20............................................. .......1.. .. .. .........r.......................... ......1...... ..... ...1.... ..... ................. .. .... 1...... ..... ...1.................. ....... . ....../...... ........1.... ............ .......... ...... /...... ..... ...1......... ........... .... .. ......1.... ..

D~l 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dm 0,4 0,3 0,6 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 1,2 0,8
D~3 0,5 0,3 0,8 0,6 0,3 0,3 0,4 0,3 0,9 0,6 0,2 0,1
1UID~ Qr.~.......................... 06 ..!.r.?.......................... 06 03 03 Ql~......................... ...Q/~ ... 1 1 08 1 4 08............................................. .......1...... .. .... 1.... . ....1.... .... ...................... ...... 1...... ....1..... ........................ ......1...... ....1....................... .... .. ......1......

TOlU 0 , 1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
1

TOlU 0,4 0,2 0,5 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 0,0 0,0
TOIL3 0,6 0,2 0,0 0,0 0,3 0,2 0,6 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2
lUfTüIL .!.r.J.......................... 03 .Q.I.?.......................... ....QI~... Q,.?.......................... 03 Ql.~.......................... ...Q/~ ... Q,.?.......................... 02 .Ql.?.......................... ...Q,.?................................................ ... .. ..1...... ...... /...... ....../......
lAT Ml 38,2 7,8 30,7 5,9 40,1 11,3 24,6 4,8 30,0 9,5 16,4 2,8
lAT MS 141.9 16,3 93,8 17,2 115,0 206 119,8 220 98.3 215 96,6 18,8

Tableau 55: Expérience n03D: Effets du SLC15 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 1 .
semaine avant l'expérience. N = 9 à 10 par lot .



C. Expérience n03D ; Effets du SLC15 (5 -20 me/ke. Ly.) et du DZP

(0,8 me/ke. Ly. 60 mn ayant le test) en solytion dans 1 e
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mélanee Transcutol 30% Tween80 10% (1 semaine

d'habjtyation)

1. Matériel et méthodes

Animaux : 58 rats mâles Wistar de 130-170 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 1

semaine avant l'expérience .

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v ., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 10) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 10)

* Lots traités avec le SLC15 5 mg/kg (N = 10) ;

10 mg/kg (N = 9) ;

20 mg/kg (N = 9), en solution dans le mélange

Transcutol 30 %, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 10), en solution dans le mélange

Transcutol 30 %, Tween80 10%.

2 . Résul tats

Le SLC 15 contient un transporteur de type quinoléine rattaché à une

molécule de nipécotate . Aucune effet toxique n'est apparu aux doses testées.

Les résultats recueillis dans cette expérience sont reportés dans le Tableau

55. L'analyse par le test de Kruskal-Wallis donne les valeurs suivantes (DDL = 5, N =
58) :

- ASC1 : H =6.06 ; N.S.

ASC2 : H = 1.05 ; N.S.

ASC3 : H =4.83 ; N.S.

TOTASC: H =3.06 ; N.S.

DESC1: H =5.11 ; N.S.

DESC2: H =8.42 ; N.S.

DESC3 : H = 2.25 ; N.S.

TOTDESC: H =3.61 ; N.S.

MARCHES TOT: H =3.00 ; N.S.

R+Rpl H =2.14 ; N.S.

R+Rp2 H = 7.20; N.S.

R+Rp3 : H =4.26 ; N.S.

TOTRR : H =4.54 ; N.S.

- DEFI:

- DEF2 :

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H =4.80 ; N.S.

H =6.01 ; N.S.

H = 1.53 ; N.S.

H =3.08 ; N.S.

H =2.90 ; N.S.

H =4.68 ; N.S.

H =7.16 ; N.S.

H =3.45 ; N.S.

H =5.46 ; N.S.

H =4.77 ; N.S.
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Figure 83: Expérience n03D: Effets du SLC15 (5- 20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du DZP (0 .8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar ar r ivés au laboratoire 1 semaine
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués.



Dans cette expérience, aucun des paramètres pris en compte n'est affecté

d'une manière statistiquement significative par les différents traitements. Entre le

lot témoin et le lot contrôle, il n'y a aucune différence significative du point de vue

statistique (Tableau 55).

De même, aucune différence statistiquement significative n'est détectable

entre, d'une part, le lot contrôle et, d'autre part, les lots traités avec le SLC 15 ou le

DZP. Le SLC15 produit une augmentation parallèle du nombre de ' marches montées et

du nombre de redressements effectués avec 5 et 10 mg/kg, puis un retour au niveau

des contrôles avec 20 mg/kg, mais ces différences n'atteignent pas le seuil de

significativité statistique (Figure 83).

Le DZP a tendance d'une part à diminuer le nombre de redressements

effectués et la latence de montée de la première marche , et d'autre part, à augmenter

le nombre de marches montées, mais là encore, les modifications sont non

significatives du point de vue statistique.

Comme dans l'expérience précédente et contrairement à l'expérience n01D,

les conditions expérimentales journalières ne permettaient pas la mise en évidence

d'un effet de type anxiolytique avec le DZP à la dose de 0.8 mg/kg. Le SLC15 ne montre

pas d'effet de type anxiolytique, mais ce résultat reste à vérifier, étant donné

l'absence d'effet du DZP . En raison de la disparité des résultats observée avec le DZP et

d'après les observations effectuées dans le chapitre concernant le DZP, c'est-à-dire

une meilleure reproductibilité des résultats avec des rats habitués plus longtemps

aux conditions du laboratoire, les expériences n?1D à 3D ont été reproduites avec des

rats ayant séjourné pendant 2 semaines dans la salle d'expérimentation avant le test,

au lieu d'l semaine . Les résultats de ces nouvelles expériences sont présentés ci­

dessous.

D. Expérience n04D ; Effets du SLC13 (2,5-20 m2/k2. Ly,) et du DZP

(0.8 m2/k2. Ly. 60 mn ayant le test) en solution dans 1 e
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Transcutol 30% Tween80 10% (2 semaines

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 76 rats mâles Wistar de 150-200 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements: Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = Il) ;

>le Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12)



TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC13 SLC13 SLC13 SLC13 DZP
2.5 IDS!/kS! 5 IDS!/kS! 10 IDS!/kS! 20 IDS!/kS! 0.8 ID~/k~

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 2 ,5 0,6 3,4 0,4 2,8 0,6 2,7 0,6 3,1 0,6 0,0 0,0 2,2 0,6
ASC2 5,0 0,5 5 ,4 1,0 5,5 0,4 3,4 0,8 3,5 0,6 2,5 2,5 3,3 0,7
ASC3 5,5 0,9 5,8 1,0 5,3 0,5 6,2 1,2 4,8 0,8 0,5 0,5 4,3 1,1
TOTASC .!.~.r.Q:............... ..).I.~.. .!.1.r.~................ ....?i~.. ..!}.r.~............... ....1J.L J..?AJ............... ....1,.9.... J..!.J..?................ ..Jl.!... }.J..Q................... .Ji~... ~.J..~......................J.I~...........-_.............................
DESC1 1,1 0,3 1,8 0,4 1,2 0,4 0,7 0,3 1,4 0,4 0,0 0,0 1,7 0,4
DESC2 3,7 1,0 5,1 0,8 4,5 a 0,7 4,0 0,8 3,5 0,6 0,0 "*bd 0,0 2,0 * 0,7
DESC3 5,9 0,7 5,4 0,8 5,8 0,7 5,3 1,2 4,4 0,7 0,5 0,5 4 ,5 1,1
TOlDESC .!.Q.r.?...................J,.~.. .!.~.r}..................J .&. JJ.I.~....................1J.? .. .!..QA.Q............... ..J,.~ .. .?t.~................... .J.l.Q... .QA.~.................... ...Q,.~... ~.,..?.................... ....?.r9............................................
MARCHES TOT .?}.r.?................ ....?.I~.. ~.~.r.~................ ..}.&. .~.~.IJ............... ...~J.? .. .~.? AJ............... ...~J.~... .?.Q.J..?................. ...?-.I.Q... }.A.~................... .J.I.~... .!.~.r.Q..................}.&...........................................
RED1 1,9 0,5 2,2 0,5 1,2 0,3 1,0 0,5 2,0 0,4 0,0 0,0 1,6 0,6
RED2 3,5 0,7 5,3 0,9 4,7 0,7 3,2 0,6 3,2 0,6 0,5 0,5 3,1 0,9
RED3 4,5 0,8 5,9 0,3 4,9 0,6 6,0 1,2 4,2 0,6 2,5 2,5 3 ,0 0,6
TOTRED ~.1..?.................... ..J .11.. .!}.1.1................ ..J .I:?.. J.Q.I.~............... ...Q/~.. .!..QA.? .............. ..J,l.. 94 * ..Jl.Q... 30 *b .J .r9... 77 * ...J,~ ............................................. ....1........................ ....1........................ ...J. ........................
Rp1 4,9 0,6 7,0 0,8 5 , 7 0,4 7,1 °a 0,6 6,2 0,6 2 .. 5 2,5 4,7 * 0,6
Rp2 5,8 0,5 5 , 8 0,7 5,3 0,4 4,8 0,8 5,2 0,8 3;0 3,0 3,7 0,6
Rp3 5,9 0,7 5,7 0,5 5,1 0,6 5,3 0,6 5 ,9 0,8 1,0 1,0 3,7 0,7
m}]p.......................... .!.§..r.§...................).I~.. .!.~.I.~..................J.r:?.. J!?A.!.......~........ ...QJ.~.. .!.?1.?.......~........ ....L.Q... .!.?rJ......~........ ..Jl.1... .~,.~.........~.ç ...... ...~,.?... 12 1 0_ ..J .r.L.......r.....................
R+Rpl 6,8 0,9 9,2 ° 0,7 6,8 * 0,4 8,1 a 0,5 8,2 a 0,6 2,5 *bed 2,5 6,3 - 0,5
R+Rp2 9,4 0,6 Il,2 0,8 10,0 a 0,9 8,0 * 0,9 8,4 * 1,0 3,5 0* 3,5 6,8 - 1,1
R+Rp3 10,4 0,7 Il,6 0,7 10,0 a 0,7 11,3 a 1,3 10,1 a 1,0 3,5 0* 3,5 6,7 0_ 1,1
TOTRR ~.§..r.:?..................).11.. 319 ° ..J.I~.. .~§.A~.......~~..... ....1&. .??,.1......~~..... ..J,J... .?J!r.~......~.~...... ..Jl.?... 9 5 o*be ...9..I.?... 198 0_* ..Jr9............................................ .......1..................... ....1........................ .......r.....................
DEFI 0,1 0,1 0 ,1 0,1 0,0 a 0,0 0,0 a 0,0 0,2 0,2 0,5 be 0,5 0,8 0,4
DEF2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,7 0,4 0,0 0,0 1,2 0,6 0,0 0,0 1,3 0,6
DEF3 0,4 0,2 0,7 0,3 0,5 0,3 1,4 0,5 0,1 0,1 0 ,0 0,0 0,5 0,2
TOTDEF Q.I..?.................... ....Q.I~.. Q.l.2........................Q.r1.. ..!.r.~................... ...QJ.~.. .!.1.1................... ...Q,.~... .!..t.~................... ...QI.?... .Q.J..~ ................... ...Q.,.?... !:.1..~................... ..J.r9............................................
TOlU 0, 1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
TOIL2 0,4 0,2 0,6 0,3 0,0 0,0 0,4 0,2 0,4 0,2 0,0 0,0 0,1 0,1
TOIL3 0,4 0,3 0 ,8 0,3 0,5 0,2 0,2 0,1 0,5 0,2 0,5 0,5 0,3 0,2
TOTTOIL Q.1..~.................... ....Q.11.. .!.1.1........................Q.I~.. .Q.r..?................... ...Ql.? .. .Q.I.?................... ...Q,.?... .Q.t.~................... ...Ql.?... .Ql..~................... ...Q,.?... 9..1..1:.......................Q.I~............................................
lAT Ml 32,6 6,5 34,3 13,7 35,5 5,3 55,1 16,2 28,0 4,9 120,5 59,5 30,6 10,8
lATM5 112.7 14.9 90,4 14°101,6 9.9 118,6 15 5 113,1 178 143 0 37 °138,7 164

Tableau 56: Expérience n04D: Effets du SLC13 (2.5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du DZP (0 .8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, 00: p < .0 1, 000: p < .00 1 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .0 1, ***: p <
.001 par rapport au lot contrôle; a: p < .Oô par rapport au DZP; b: p < .05 par rapport à 2.5 mg/kg; c p < .05 par rapport à
5 mg/kg; d : p < .05 par rapport à 10 mg/kg (test de Mann-Whitney). N = 9 à 12 par lot.



* Lots traités avec le SLC13 2.5 mg/kg (N = 12)

5 mg/kg (N = 10) ;

10 mg/kg (N = Il) ;

20 mg/kg (N = 10), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 10), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2. Résul tats

Etant donné que le SLC13 montrait des effets toxiques à partir de 10 mg/kg

et des effets de type anxiolytique uniquement avec 5 mg/kg (expérience n? ID), une

dose supplémentaire de 2.5 mg/kg a été ajoutée. De plus, à partir de cette expérience,

nous avons tenté d'affiner le dépouillement des paramètres comportementaux en

divisant les redressements en 2 catégories selon que les pattes antérieures étaient

appuyées ou non sur une surface du dispositif (paroi verticale ou marche

supérieure). En effet, les redressements représentent, avec les marches montées, les

paramètres les plus représentatifs et les plus sensibles dans cette procédure. D'autre

part. l'observation du comportement des animaux dans l'escalier au cours des

expériences précédentes nous a conduit à cette distinction car les 2 types de

redressements ne semblaient pas affectés de la même manière par les différents

traitements.

Comme dans l'expérience n? 1D, le SLC 13 a causé des décès aux doses testées

- 0 morts sur 12 rats avec 2.5 mg/kg ;

- 1 mort sur 9 rats avec 5 mg/kg. 66 mn après l'administration, c'est-à-dire 3 mn

après le test

- 0 morts sur Il rats avec 10 mg/kg ;

9 morts sur 10 rats avec 20 mg/kg, dont 8 moins de 2 mn après l'administration et 1

au bout de 8 h.

Les données de cette expérience nous ont permis de calculer une dose

létale 50 du SLC13 d'après la méthode de Berkson (1953) : DLSO = 12.0 ± 0.2 . La DLSO

reste donc assez proche des dosages employés dans l'étude comportementale.

L'effectif total passe donc de 76 à 67 pour les données comportementales,

puisque 8 rats sont décédés avant le test et que le rat décédé après une administration

de SLC13 à 5 mg/kg est décédé 3 mn après le test et n'a donc pas été pris en compte.

Les résultats recueillis sont reportés dans le Tableau 56 et l'analyse par le test de

Kruskal-Wallis donne les valeurs suivantes (DOL = 6. N = 67) :
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Figure 84: Expérience n04D: Effets du SLC13 (2.5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).
0: p < .05 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 par
rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



ASC1: H =7.89 ; N.S.

ASC2: H = 11.30 ; N.S.

ASC3 : H =6.95 ; N.S.

- TOTASC: H = 10.39 ; N.S.

- DESC1 : H =8.04 ; N.S.

- DESC2 : H = 13.33 ; P =.038

- DESC3: H =8.71 ; N.S.

- TarDESC: H = 10.73 ; N.S.

- MARCHES TOT: H = 10.76 ; N.S.

- RED1: H =9.37 ; N.S.

- RED2: H = 10.81 ; N.S.

- RED3 : H = 12.38 ; N.S.

- TOTRED: H = 13.91 ; P = .0307

Rpl H = 14.47; P =.0248

Rp2 H = 7.56 ; N.S.

Rp3 H = 11.35 ; N.S.

- TOTRp: H = 16.33 ; P =.0121

R+Rp1

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR :

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3 :

- TOITOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H =17.26 ; p =.0084

H = 14.59 ; P = .0237

H =15.27 ; P =.0182

H =23.17 ; p =.0007

H = 13.52 ; p = .0355

H =10.06 ; N.S.

H = 8.59 ; N.S.

H =4.72 ; N.S.

H =5.09 ; N.S.

H =8.76 ; N.S.

H =6.10 ; N.S.

H =7.59 ; N.S.

H = 12.13 ; N.S.

H =6.64 ; N.S.
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Le véhicul e d 'injection provoque une augmentation, par rapport aux

témoins, du nombre de redressements des 2 types effectués, significative pendant la

première mn du test et pendant la durée totale du test. Cet effet ne correspondant pas

à une activité sédative, on peut admettre que le véhicule est dépourvu d'effets

sec ondaires pouvant interférer avec les activités des substances testées.

Le nombre total de marches montées n'est pas modifié par le SLC13 et le

DZP du point de vue statistique , par rapport au lot contrôle (Figure 84). On observe

toutefois une nette diminution de ce paramètre avec 20 mg de SLC13 par kg, mais

cette diminution n'est pas significative, étant donné le faible effectif de ce lot (N = 2),

lié aux nombreux décès (90 %) provoqués par le SLC13 à cette dose.

Le nombre de marches descendues est modifié de façon statistiquement

significative par le s traitements pendant la deuxième mn du test. Lorsqu'on compare

les lot s traités par le DZP ou le SLC13 au lot contrôle, on observe une diminution de ce

paramètre par rapport aux contrôles, statistiquement significative à partir de 20 mg

de SLC13 par kg et avec 0.8 mg de DZP par kg . Le nombre total de marches descendues

n'est pas modifié par les différents traitements, du point de vue statistique, mais

montre une diminution dose-dépendante avec le SLC13 et une légère diminution avec

le DZP. Le nombre total de marches montées ou descendues n'est pas

significativement modifié du point de vue statistique. Ce paramètre diminue toutefois



avec les 2 substances et d'une manière dose-dépendante avec le SLC 13, par rapport au

lot contrôle.

En ce qui concerne les redressements effectués avec les pattes antérieures

en l'air, on observe une diminution statistiquement significative à partir de 10

mg/kg avec le SLC13, et avec 0.8 mg de DZP par kg (Figure 84) . Quant aux

redressements effectués avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du

dispositif , on n'obtient de différence statistiquement significative entre le lot

contrôle et les lots traités que pour le DZP 0.8 mg/kg qui effectue significativement

moins de redressements que les contrôles. Si on cumule les 2 types de redressements,

on obtient une diminution du nombre de redressements dans tous les lots traités (SLC

2.5 à 20 mg/kg et DZP 0.8 mg/kg) par rapport au lot contrôle.

Le nombre de toilettages n'est pas modifié par les différents traitements du

point de vue statistique (Tableau 56) . Par contre, les défécations présentent une

hétérogénéité significative entre les lots pendant la première mn du test. La

comparaison avec le lot contrôle ne montre aucune différence significative. Par

contre, les lots traités avec 2.5 ou 5 mg de SLC13 par kg effectuent moins de

défécations que le lot traité avec le DZP et le lot traité avec 20 mg de SLC13 par ' kg.

La latence de montée de la première marche est augmentée dans les lots

traités avec 5 et 20 mg de SLC13 par kg, par rapport au lot contrôle , alors que la

latence de montée de la dernière marche est augmentée par le SLCI3 aux 4 doses

testées et par le DZP, mais ces modifications ne sont pas significatives du point de vue

statistique .

En résumé, l'activité locomotrice, représentée par le nombre de marches

montées, n'est modifiée du point de vue statistique ni par le DZP. ni par le SLC13 aux

doses testées. On observe, toutefois. une nette diminution avec 20 mg de SLC 13 par kg,

mais les données obtenues avec ce lot sont difficiles à analyser en raison de la forte

toxicité du SLC13 et il s'agit probablement d'effets secondaires liés à la toxicité. Donc,

le SLCI3, aux doses inférieures à 20 mg/kg, et le DZP, à la dose de 0.8 mg/kg, ne

présentent pas d'effet sédatif significatif.

Les redressements avec les pattes antérieures en l'air sont diminués par le

SLC13 à partir de 5 mg/kg et par le DZP à la dose de 0.8 mg/kg. Par contre , les

redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une des parois du

dispositif ne sont affectés que par le DZP. Lorsqu'on additionne les 2 catégories de

redressements, on obtient une diminution dans tous les lots traités par rapport au lot

contrôle .

L'allongement de la période d'habituation aux conditions du laboratoire a

donc permis la mise en évidence d'un effet de type anxiolytique avec le DZP dans
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TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC14 SLC14 SLC14 DZP
5 ma/ka 10 ma/ka 20 ma/ka 0.8 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
Ase1 2 ,5 0,5 4,2 0,5 3,1 0,7 2,7 0,5 4 ,8 1,0 4,5 0,5
Ase2 5 , 1 0,9 4,1 0,6 4,3 0,9 3 ,9 0,7 4 ,8 1,0 4,3 0,9
Ase3 4, 0 0,9 4,3 0,8 4,9 0,6 5,4 0,9 5 ,8 0,9 3,0 1,0
TOTASe !.!.I.~...................... ....!.12.. ..!.~.I.?...................... ..J. I.~.. .!.~. I.~...................... ..J.I!.... J.~. I.Q...................... ..J&.. .!..~.1.~...................... ..},.?... .!..!.1..~...................... ...!.&.....................u . . .. . ..... ... ..... . ...

ossct 1,5 0,6 1,8 0,6 1,2 a 0,4 0,9 a 0,2 2,9 "abc 0,6 3,9 -- 0,4
DEse2 3,9 1,0 3,6 0,6 4,5 1,1 3,6 0,6 5 ,0 0,9 3,5 1,0
DEse3 5,0 0,9 4,9 0,7 5,3 0,7 5,8 1,1 6,2 1,2 2 , 6 0,9
TOTDESe ! .Q.I.1...................... ....?.z9... J.9..1.1...................... ..JI .?.. J.!.I.9....................... ...!.I.9.... J.9..1.~...................... .J.I.?... .!.1.1.J...................... .. .~.1.1... .!.9.1..Q...................... ...!.1.1..............................................
MAReHESTOT ~.~.I.9....................... ..}.&. .~.~.1.~...................... ....~.I.?.. .~.~.1.~...................... .J.I~... ~.~.1.~...................... .J.&.. .~.~.1.1...................... ...1,.~... .~..!.1..~...................... ..}1.~..............................................
RED1 0,5 0,2 1,7 0,5 1,4 0,4 1,1 0,4 1,2 0,4 0,6 0,3
RED2 4,2 1,2 4 ,8 0,7 2,8 0,6 3,1 0,9 4, 5 1,0 2,2 0,7
RED3 5,4 0,6 6,4 1,2 4,0 0,9 3,0 "* 0,6 6,1 ac 0,9 2,0 -- 0,8
TOTRED .! .9..I.! ...................... ....!.r1.. !.~.I.~...................... ..J.IL 82 **a .J.I.t. 72 ** .J.,.~... .!J.l.~.......~.............. ...Ji?... 48 -- ..J,.?.............................................. ...1............................... ...1............................... ....1..............................
Rp1 . 5,1 0,4 6,7 0,6 6,4 0,5 6,5 0,7 6,9 0,8 5 , 8 0,5
Rp2 5 ,8 0,8 5 ,0 0,6 6,2 a 0,5 6,2 a 0,5 5,9 a 0,5 3,1 ... 0,5
Rp3 6,7 : 0,8 5 ,5 0,7 5,0 a 0,5 5,9 a 0,9 5,9 a 0,4 2,2 -** 0,4
J.2:Œp............................ !.?.1.~ ...................... ....!.z1.. J.?.I.~ ...................... ..J.,.~.. J.?,!?.......~.............. .J.I.?... .!.~.1!? ......~............... .J.,.~... .!.~,.~.......~.............. ..J,}... 11 1 0,,** ..J.,.!..........1...........................
R+Rpl 5 , 6 0,5 8,5 0,9 7,8 0,6 7,6 0,8 8,1 0,9 6 ,4 0,7
R+Rp2 10,0 1,6 9,8 1,1 9,0 a 0,8 9,3 a 1,0 10,4 a 0,9 5,3 ** 0,8
R+Rp3 12,1 1,0 Il,9 1,6 9,0 a 1,2 8,9 a 0,9 12,0 ab 1,0 4,2 - ** 1,0
TOTRR ~.? I.?....................... ....7..I.L ~.Q.I.~...................... ....~.I.L ..~.?.I~.......~.............. ..J.&.. .~.?.I~.......~.............. .J.I.?... ~.9.,.?.......~.............. ..J.&.. 159 0,,*** ...~,.Q.............................................. .......1...........................
DEFI 0,0 0,0 0,5 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0 ,1 0,1 0,5 0,3
DEF2 0 ,3 0,3 0,6 0,4 0,6 0,4 0,3 0,3 0,6 0,4 0,4 0,3
DEF3 0,4 0,3 0,5 0,4 0,0 0,0 0,4 0,4 0 ,9 0,4 0,6 0,4
TOTDEF Q.I.!...............................Q.I~.. ! .1..~..............................QI.?....Q.1..?..............................Q&.. Q.I..?.......................... ...Q&.. .!.1..~......................... ...Q&.. J.1..?.......................... ...9.&.............................................
TOlU 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
TOIL2 0,1 0,1 0,4 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2 0,6 0,3 0,3 0,2
TOIL3 0,7 0,3 0,4 0,2 0,6 0,3 0,6 0,2 0,4 0,1 0,4 0,2
TOTTOIL Q.l..~..............................Q.IL .Q.l..~.......................... ....QI.~....Q.1..?.......................... ....QI~ ... Q.I..?.......................... ...Q,}.. .!.1..9.......................... ...Q,}... Q1..~......................... ...9.è.............................................
lAT Ml 32,2 7,4 18,5 3,9 33,S 8,7 30,8 6,4 17,0 3,9 14,6 2,0
lAT M5 103.8 175 112,5 183 116 3 15.7 121,8 17°105,6 186 98,5 19,5

Tableau 57: Expérience nOsO: Effets du SLC14 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du OZP (0 .8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, 00: p < .01, 000: p < .00 1 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .0 1, ***: p <
.001 par rapport au lot contrôle; a: p < ~05 par rapport au DZP; b: p < .05 par rapport à 5 mg/kg; c: p < .05 par rapport à
10 mg/kg (test de Mann-Whitney) . N = 10 à 12 par lot.



cette expérience. Lorsqu'on compare les données des lots traités avec le SLC à celles

obtenues avec le DZP, on distingue des différences statistiquement significatives

pour les 3 doses les plus faibles. Le lot traité avec 20 mg de SLC 13 par kg ne montre

pas de différence statistique avec le lot traité avec le DZP. mais en raison du faible

effectif et de la forte toxicité associée à cette dose, on ne peut pas considérer que

leurs effets comportementaux sont comparables . Par conséquent, le SLC 13 ne produit

pas. aux doses testées. un profil comportemental tout à fait comparable à celui du DZP.

l'activité du DZP étant plus marquée que celle du SLCI3. Plus précisément, la

diminution des redressements provoquée par le DZP est beaucoup plus importante

que celle provoquée par le SLC13, particulièrement en ce qui concerne les

redressements avec les pattes postérieures appuyées contre une paroi du dispositif.

En supposant que le SLC13 provoque effectivement une libération centrale de GABA,

il semblerait donc que l'augmentation cérébrale de l'activité GABAergique provoque

des effets comportementaux légèrement différents de ceux des BZD.
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E. Expérjence n OSD Effets du SLC14 (5-20 m~/k~. Ly,) et du DZP

(O,S m~/k~. j,y, 60 mn ayant le test) en solutjon dans 1 e

Transcutol 30% TweenSO 10% (2 semaines

d'habituatjon)

1. Matériel et méthodes

Animaux : 63 rats mâles Wistar de 160-210 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements: Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N =10) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = Il)

* Lots traités avec le SLCI4 5 mg/kg (N = 10) ;

10 mg/kg (N = 10)

20 mg/kg (N = 12), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 10) , en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2. Résultats

L'analyse des résultats présentés dans le Tableau 57, par le test de Kruskal­

Wallis donne les valeurs suivantes (DDL = 5, N = 63) :
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Figure 85: Expé rience n05D: Effets du SLC1 4 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test )
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).
0: p < .05 par rapport au lot témoin; *: p < .05 , **: p < .01 , ***: p < .00 1 par
rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



ASC1 : H = 10.35 ; N.S.

ASC2: H =0.80; N.S.

ASC3 : H =6.55 ; N.S.

- TOTASC: H =2.17 ; N.S.

- DESC1 : H =23.17; P =0003

- DESC2 : H =2.13 ; N.S.

- DESC3: H =8.64 ; N.S.

- TOIDESC: H =2.56 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =2.53 ; N.S.

- RED1: H =6.09; N.S.

- RED2: H = 8.31 ; N.S.

- RED3: H = 17.38; P =.0038

- TOTRED: H = 19.77 ; P = .00 14

Rp1 H =5.61 ; N.S.

Rp2 H = 15.94 ; P = .007

Rp3 H =20.35 ; P =.00Il

- TOTRp: H = 16.42 ; P =.0058

R+Rp1

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOlLl:

- TOlL2:

- TOlL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H =10.34 ; N.S.

H = 13.56 ; P = .0186

H =22.61 ; P =.0004

H =21.60 ; P =.0006

H =4.18; N.S.

H = 1.60 ; N.S.

H =6.31 ; N.S.

H =3.18 ; N.S.

H =4.08 ; N.S.

H =4.49 ; N.S.

H = 1.73 ; N.S.

H =0.62 ; N.S.

H =9.09 ; N.S.

H = 1.46 ; N.S.
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Les paramètres modifiés significativement par les différents traitements

sont le nombre de marches descendues pendant la première mn et les 2 types de

redressements . La comparaison témoin/contrôle montre que le véhicule d'injection

ne modifie pas significativement le comportement du rat dans l'escalier (Tableau 57).

Le DZP augmente significativement le nombre de marches descendues

pendant la première mn, par rapport aux lots témoin et contrôle. Il diminue

significativement le nombre de redressements effectués avec les pattes antérieures

en l'air , pendant la troisième mn et pendant la durée totale du test, par rapport aux

lots témoin et contrôle (Figure 85). De même, il diminue d'une manière

statistiquement significative le nombre de redressements effectués avec les pattes

antérieures appuyées contre une surface du dispositif, pendant la deuxième et la

troisième mn et pendant la durée totale du test. Ainsi, le cumul des 2 types de

redressements montre également une diminution statistiquement significative avec

le DZP, pendant pendant la deuxième et la troisième mn et pendant la durée totale du

test. par rapport aux contrôles (Figure 85). Le nombre de marches montées (Figure

85), les défécations, les toilettages et les latences de montée des marches 1 et 5 ne sont

pas modifiés significativement par le DZP, par rapport aux lots témoin et contrôle

(Tableau 57).

Aux doses testées, le SLC14 ne modifie pas significativement le nombre de

marches montées (Figure 85), le nombre de marches descendues (Tableau 57), les

redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du dispositif,



le nombre total de redressements des 2 types (Figure 85), les défécations. les

toilettages et les latences de montée des première et dernière marche du dispositif

(Tableau 57). Par contre, il diminue, d'une manière statistiquement significative, le

nombre total de redressements avec les pattes antérieures en l'air. aux 2 plus faibles

doses (Figure 85).

L'activité locomotrice. dans le dispositif (marches montées ou descendues) ,

n'est donc diminuée ni par le DZP ni par le SLC14 aux doses testées (Tableau 57). On

observe même une augmentation significative du nombre de marches descendues

pendant la première mn avec le DZP (Tableau 57) et une augmentation. toutefois non

significative, de l'activité locomotrice avec 20 mg de SLC14 par kg. Les redressements

avec les pattes antérieures en l'air diminuent dans les lots traités avec le DZP ou avec

le SLC14 à 5 et 10 mg/kg, mais pas avec 20 mg de SLC14 par kg (Figure 85). Par contre,

les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du

dispositif, ainsi que le total des 2 types de redressements, ne sont diminués que par le

DZP.

En résumé, le DZP et le SLC14 n'entrainent pas de modification de l'activité

locomotrice aux doses testées. Mais seul , le DZP montre une diminution significative

du nombre total de redressements effectués. Le DZP montre donc un profil de type

anxiolytique dans cette expérience, à la dose de 0.8 mg/kg. Il n'en est pas de même

pour le SLC14 qui n'affecte que les redressements avec les pattes antérieures en l'air

et seulement aux 2 plus faibles doses testées. Le SLC14. comme le SLC13 dans

l'expérience précédente, n'a donc pas exactement le même effet que le DZP sur le

comportement des rats dans le test de l'escalier. Or, Anderson et al. (l987a) ont mis en

évidence un effet anxiolytique dans le test de conflit choc électrique-boisson, avec le

SLC14 (4-25 mg/kg i.v.) atteignant un maximum 2 h après le traitement et se

prolongeant jusqu'à 8 h après le traitement. Aucun effet significatif n'était observé

30 mn après le traitement. Dans les conditions du test de l'escalier, ne présentant ni

contrainte alimentaire ni composante douloureuse. le SLC 14 ne montre pas d'effet de

type anxiolytique. On peut supposer que les effets observés dans le test de conflit

choc électrique-boisson étaient peut être liés à une modification de la sensibilité à la

douleur ou de la soif. par le SLC14. Les auteurs ont vérifié l'absence d'effets

analgésiques et sédatifs du SLC14 aux doses testées après 2 h, mais n'ont pas vérifié les

éventuels effets du SLC 14 sur la soif. Par conséquent. il est possible que les effets de

type anxiolytique observés par Anderson et al. (l987a) soient liés à une activité du

SLC14 sur la soif, ce qui expliquerait l'absence d'effets du SLC14 dans le test de

l'escalier. Etant donné que le maximum d'activité dans le test de conflit choc

électrique-boisson était observé 2 h après le traitement et que le test de l'escalier a

été réalisé 1 h après le traitement. l'absence d'activité pourrait être imputable à un

temps d'activité trop court. Nous avons donc évalué l'activité du SLC14 dans le test de

l'escalier 2 h après son administration, dans l'expérience n° lOD.
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TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC1 5 SLC15 SLC15 DZP
5 rna/ka 10 mg/kg 20 mg/kg 0.8 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASCI 3,9 0,8 2,8 0,5 5 ,0 0,6 3, 5 0,7 3,0 0,6 2 ,5 0,5
ASC2 3,8 0,5 4,1 0,5 5,2 0,6 4,3 0,7 2,9 0,6 3,5 0,6
ASC3 6,2 1,0 4,8 0,6 4,1 0,7 5 ,9 0,8 4,9 0,8 3,3 0,8
TOTASC l.~ .I.~...................... ..J .&. .!.l.l.~..........................QI.?.. l.~.l.~..........................!.IL. .!.~.I.~...................... .J.r::~... l.Q.,..~...................... .J .I.?... .?..t.~.......................... .J.,}.............................................
DESeI 1,8 0,5 0,6 0 0,3 2,4 - 0,5 1,7 * 0,4 1,0 b 0,5 1,5 * 0,4
DESe2 4,1 0,8 4,5 0,6 5,4 0,7 4,5 0,8 3,1 0,6 3,1 0,5
DESe3 5,3 0,7 4,7 0,7 5,7 a 0,7 6,6 a 0,8 4,5 c 0,8 2,8 0 0,5
:mm~..................... l.l.l.~...................... ..Ji? . ~.,..~.......................... ....QI.?.. .!},?.......~~............ ..JI.?... .!.?l~.......~.............. ..JI.?... .~.IY............~............. .J.I.?... .?..t.~.......................... ..J ,.L
MARCHES TOT ~.?.l.l ...................... ...}.I~.. :? .!.,.?....................... ....!.I.?.. :??..&......~~............ ...?11... .?.~,~.......~............... ...?I.?... .!.~,.1.......~.............. ...?/.?... 168 0 ...?,.1.............................................. .......1...........................
REDI 2,1 0,8 1,7 0,3 1,8 0,6 2 ,0 0,5 1,0 0,4 0,5 0,2
RED2 3,8 0,7 3,5 0,9 5 ,0 0,6 3 ,3 0,6 3,7 0,7 2,3 0,5
RED3 4,9 0,8 4,8 0,6 5 ,2 0,6 5, 5 1,0 3,5 0,5 2,7 0,7
:mIE.m....................... l.Q.l.~........................J.I~L ~.1.~.......................... ...JI.?.. .g .lQ.......~.............. ..JI.?... .!.Q.~.......~.............. ..J.I.?... .~.I~...........~............. ...Q/.?... 5 5 ~ ..JN......l..............................
Rpl 6,0 0,7 7,8 0,9 6, 5 0,5 7, 5 0,6 6,1 0,5 5,8 0,5
Rp2 5,9 0,6 6,3 0,8 6,6 0,6 6,4 0,8 5 ,8 0,7 4,6 0,5
Rp3 5,9 0,6 7,1 0,8 4,5 - 0,4 6,8 ab 0,8 6,8 ab 0,7 3,1 000k* 0,6
:m:lliP............................ .!.?.l.~ ...................... ...9..•.?.. :?.!.l.~ ...................... ...J11.. .!.?.I~.......~.'!............ ...QI~... :?.Q•.?.........:~............ ..J ,.?... .!.~.•.?.......~.............. .J.è.. 13 5 0,,*** ...119...........1...........................
R+Rpl 8,1 1,0 9,4 1,0 8,2 1,0 9,5 0,9 7,1 0,5 6,4 0,6
R+Rp2 9,7 1,0 9,8 1,0 11,6 a 0,8 9,7 a 0,8 9,4 a 1,2 6,9 0_ 0,4
R+Rp3 10,8 1,0 Il,8 1,0 9,8 a 0,8 12,3 a 1,4 10,3 a 0,9 5,8 -- 1,1
T01RR ~.~.l.Y....................... ..J.I~ .. ~.l.l.!..........................?I.?... :?~.l~.......~.............. ...?iL ~.!.I.?.......~.............. .JI.?... .?~&......~.............. ..J/.~... 19 1 0,,*** ..J,.1.............................................. .......1...........................
DEFI 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
DEF2 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 *bc 0,5 0,2 0,2
DEF3 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,2 0,2 0, 5 0,3 0,6 0,3 0,8 0,4
TOTDEF Q.l.~.............................9..I~ .. 90.1.90.......................... ....Q&.. Q.I..?......................... ....Q.I.?... Q.I..?.......................... ...QI}... 1 8 *b ...Q/.~... Il * ...Q,.?.............................................. .. . .1. ......... . .. .. .. ... .. .. .. .. .. ....l..............................
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,7 0,4 0,2 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,4 0,2 0,2 0,1
TOIL3 0,5 0,2 0,5 0,2 1,0 0,3 0,7 0,2 0,5 0,2 0,5 0,2
I.QTIQ.!1..................... l.l.:?.............................9..I~ .. Q.l..?..............................QI.?.. l .I..?..............................QI.~ ... l .,..!.......................... ...QI.?... Q.I..~......................... ...Qè.. .Q.l. .~......................... ...Q/.? ..
lAT Ml 28,8 9,3 32,6 6,3 15 ,7 3,4 18,3 4,3 26,8 5,6 29 ,9 4,8
lAT MS 97.8 17.2 133.1 183 70.8 13,4 111.0 162 129.8 17.8 131.7 16,8

Tableau 58: Expérience n060: Effets du SLC1S (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du OZP (0.8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, °°: p < .01 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 par
rapport au lot contrôle; a: p < .05 par rapport au OZP; b: p < .05 par rapport à 5 mg/kg; c p < .05 par rapport à 10 mg/kg
(test de Mann-Whitney). N = 12 à 13 par lot.



F. Expérience n06D ; Effets du SLC15 (5-20 ml:/kl:. Ly. 60 mn ayant

le test) et du DZe (0.8 ml:/kl:. Ly.) en solution dans le mélanl:e

Transcutol 30 % Tween80 10 % (2 semaines d'habituation)

1. Matériel et méthodes

Animaux : 75 rats mâles Wistar de 160-210 g (lFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCl 9%0 (N = 12) ;

* Lot contrôle : Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12)

* Lots traités avec le SLC15 5 mg/kg (N = 13) ;

10 mg/kg (N = 13) ;

20 mg/kg (N = 12), en solution dans le mélange

Transcutol 30 %, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 13), en solution dans le mélange

Transcutol 30 %. Tween80 10%.

2 . Résultats

L'analyse des paramètres par le test de Kruskal-Wallis donne les valeurs

suivantes (DDL = 5, N = 75) :
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- ASCl : H = 9.89 ; N.S.

- ASC2 : H =7.86 ; N.S.

- ASC3: H = 9.18; N.S.

- TOTASC: H = 10.89; N.S.

- DESCl: H = 13.26 ; p =021

- DESC2: H = 8.76 ; N.S.

- DESC3: H = 14.77 ; P = .0114

- TaIDESC: H = 16.76; P = .005

- MARCHES TOT: H = 13.88 ; p = .0164

- REDl: H =8.34 ; N.S.

- RED2: H =8.16 ; N.S.

- RED3: H =10.24 ; N.S.

- TOTRED: H = 14.85 ; P = .011

- Rp 1 : H =6.53 ; N.S.

- Rp2 : H =7.04 ; N.S.

- Rp3: H =21.40 ; P =.0007

- TOTRp : H =21.58 ; P =.0006

- R+Rpl :

- R+Rp2 :

- R+Rp3:

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOITOIL:

- LAT Ml :

- LAT M5 :

H =9.05 ; N.S.

H = 16.87 ; P = .0048

H = 17.41 ; P = .0038

H =22.74 ; p =.0004

H =4.07 ; N.S.

H = 18.49 ; P = .0024

H =7.41 ; N.S.

H = 11.22; P = .0472

H =4.77 ; N.S.

H = 1.85 ; N.S.

H =3.63 ; N.S.

H =3.53 ; N.S.

H =7.37 ; N.S.

H = 10.02 ; N.S.
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Figure 86: Expérience n060: Effets du SLC15 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du OZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).
0: p < .05, 00: p < .01 par rapport au lot témoin; *: p < .05, ***: p < .001 par
rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



Le véhicule d'injection provoque uniquement une diminution

statistiquement significative du nombre de marches descendues pendant la première

mn du test (Tableau 58). Il n'entraîne donc pas · de modifications majeures du

comportement dans le test.

Le nombre de marches montées n'est pas modifié du point de vue

statistique par les différents traitements (Figure 86) . Toutefois, on observe une

augmentation, non significative, de ce paramètre avec le SLC15, se réduisant d'une

manière dose-dépendante pour retourner au niveau des contrôles avec 20 mg/kg. Par

contre, le nombre de marches descendues présente une hétérogénéité significative

dans le test de Kruskal-Wallis pendant la première et la troisième mn du test et

pendant la durée totale du test. On observe une augmentation, significative du point

de vue statistique, du nombre de marches descendues pendant la première mn, par

rapport au lot contrôle, avec 5 et 10 mg de SLC15 par kg, augmentation qui a disparu

avec 20 mg/kg (Tableau 58). Le DZP à la dose de 0.8 mg/kg induit également une

augmentation statistiquement significative de ce paramètre par rapport au lot

contrôle. Quant au nombre total de marches montées et descendues pendant les 3 mn

du test, il augmente de façon statistiquement significative avec 5 mg de SLC15 par kg

(Tableau 58). Les autres traitements ne modifient pas significativement ce

paramètre . Les redressements avec les pattes antérieures en l'air ne sont modifiés

que par le DZP qui en diminue l'apparition de façon statistiquement significative à la

dose testée (Figure 86). Le SLC15 a tendance à augmenter ces redressements avec la

plus faible dose, mais cette augmentation n'est pas significative du point de vue

statistique. Les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une

surface du dispositif ne sont diminués qu'avec 5 mg de SLC15 par kg et 0.8 mg de DZP

par kg. La diminution provoquée par le SLC15 est cependant moins importante que

celle provoquée par le DZP (Tableau 58). Quand on additionne les 2 types de

redressements, on obtient seulement une diminution statistiquement significative

avec 0.8 mg de DZP par kg. Le SLC15 tend à diminuer ce paramètre d'une manière

dose-dépendante mais n'atteint pas un niveau statistiquement significatif aux doses

testées. Donc, le DZP diminue les 2 types de redressements, alors que le SLC15 ne

diminue que les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une

surface du dispositif, et ce, uniquement à la plus faible dose testée. Les toilettages,

défécations et latences de montée des marches 1 et 5 ne sont pas modifiés par les

différents traitements du point de vue statistique, mise à part une augmentation

statistiquement significative du nombre de défécations dans les lots traités avec 20

mg de SLC15 par kg ou 0.8 mg de DZP par kg, par rapport au lot contrôle.
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TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC17 SLC17 SLC17 DZP
5 ma/ka 10 ma/ka 20 ma/ka 0.8 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASCI 2,9 0,7 4,0 0,5 4,3 0,5 4,9 0,7 4,5 0,6 4,8 0,9
ASC2 4,7 0,7 6,9 0,6 5,7 0,6 5,7 0,7 5,3 0,5 6,3 0,9
ASC3 5,1 0,8 6,4 0,7 6,2 1,1 5,3 0,9 6,5 0,8 5,6 1,0
TOTASC .!.~.r.?.........................J.ri:.. .!.?.r.~ ...................... .JM~.. J.~.r..!...................... ..J.r.t. .!.:?.r.~...................... ...1.,2... .!.~.,.~...................... ...1.1.1... J..~.1. .7....................... ...~,.Q..............................................
DESCI 1,7 0,5 2,8 0,7 2,5 0,6 3,5 0,8 2,7 0,6 3,4 0,6
DESC2 3,8 0,8 6,1 0,5 6 ,6 0,8 5,3 0,6 5,6 0,8 5,9 0,7
DESC3 5,1 0,9 6,6 0,8 6,3 0,7 4,8 1,0 6 ,2 1,0 6,0 0,9
TOIDESC .! .Q.r.~.........................J.I?.. .!.:?r.:?..........................JI.?.. J.:?.,.~...................... ..J I.?... J.~.r.~...................... ..J&.. .!.1.,.1...................... .J .,.?... .!..?.I.~...................... ...1&.............................................
MARCHES TOT ~.~.r.~ ...................... ....~.11.. ~.~ .r.~...................... ....~.IQ... ~..!.,.1...................... ...~.,Q, .. ~.~.,. :?...................... .J .,.§... .~.Q.,.~...................... .J.,.?... .~..?.1.Q...................... .J.,.~..............................................
RED1 1,4 0,4 0,9 0,2 1,6 0,4 0 ,8 0,3 1,8 0,5 0,7 0,3
RED2 3,8 0,9 4,1 1,0 4,5 0,6 4 ,2 0,7 4,1 0,6 2,7 0,7
RED3 4,8 1,2 4,1 0,6 4,7 0,7 4,4 0,8 5,0 0,7 2,6 0,6
TOTRED .!.Q.rJ....................... ..).I.?.. ~.,..!............................J.I.?.. .!.Q.,.~...................... ..J,.L. ~.1..1 ......................... .J.,.?... .!.Q.,.~...................... ..J/}.. .~A.!.......................... .J .,.Q..............................................
Rp1 9,0 1,0 9,9 0,7 8,8 0,6 8,2 0,6 8 ,9 0,5 8,2 0,8
Rp2 7,6 0,8 8,2 0,6 7,9 a 0,8 7,6 0,8 5,8 -b 0,6 5,3 "** 0,8
Rp3 7,4 : 0,5 9,2 0,8 6,3 * 0,8 6,8 * 0,6 6 ,8 0.8 5,1 -- 0,7
J.2IEp............................ ~.1.r.Q...................... ...J.&. ~.?.,.~.........................J.,.?.. .?.~.,.!.......~.............. .J .,.?... .? ?..r~.......~............... .u. 215 * ..J,.~... 185 -- ...1,.1..........,........................... .......1...........................
R+Rpl 10,4 1,2 10,8 0,8 10 ,4 0,7 9,0 0,7 10,7 0,8 8,9 0,7
R+Rp2 I l,4 1,3 12,2 1,2 12,4 a 1,1 11,8 a 1,1 9,8 0,8 8,0 "** 0,9
R+Rp3 12,3 1,3 13,2 1,1 11,0 a 1,2 11,3 a 1,1 11,8 a 1,3 7,7 -- 0,9
TOTRR ~.1.r.!....................... ..J.I.?.. ~.~.r.~ ...................... ....~.,.!.. }}r.~.......~.............. ...~.r.?... J?.rQ.......~............... ...~il.. . J?.r.~.......~.............. ..},,Q,.. 246 -- ..J,.~.............................................. .......1...........................
DEFI 0,0 0,0 0 ,6 0,4 0 ,3 0,1 0 ,4 0,2 0,4 0,2 0,9 0,4
DEF2 0,8 0,4 0,2 0,2 0,3 0,2 0,0 0,0 0 ,5 0,4 0,5 0,2
DEF3 0,8 0,4 0,5 0,4 0,8 0,4 0,9 0,4 0 ,4 0,2 0,8 0,4
TOTDEF .!.l..?.............................,Q,&. ..!.l..~.............................,Q" .?.. J.1..1......................... ...Q,.?... .!. 1.~.......................... ...Qz.1... .!.1..~.......................... ...Q,.§... .?.A.~......................... ...Q,.?..............................................
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,0 0,0 0,2 0,2 0 ,0 0,0
TOIL2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2 0,4 0,3 0,5 0,2
TOIL3 0 ,4 0,2 0,4 0,1 0,5 0,2 0,5 0,2 0~3 0,1 0 ,4 0,2
T..9TIQ,Jh..................... Q.,..?.............................,Q,I~ .. .9..1..?..............................Q,.?.. .Q.1..7........................... ...Q,.?... Q.1..~.......................... ...Q,,?,,. .Q.1..~......................... ...Q'}.. .QA.~......................... ...Q,,?,,.
LAT Ml 34,0 4,7 29,2 4,7 20,3 00 2,8 19,3 0 5,5 22,8 0 2,4 16,7 00 2,3
LATM5 122.5 154 89 ° 125 7 1,8 14.3 82.4 15.8 88.3 163 82.6 154

Tableau 59: Expérience n070: Effet s du SLC1 7 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du OZP (0.8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, 00: p < .0 1 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 par
rapport au lot contrôle; a: p < .05 par rapport au DZP; b: p < .05 par rapport à 5 mg/kg (test de Mann-Whitney). N = Il à
13 par lot.



Au vu de ces résultats, il apparaît que les conditions expérimentales

journalières permettaient la mise en évidence d'un effet de type anxiolytique avec

0 .8 mg de DZP par kg. c'est-à-dire pas de diminution du nombre de marches montées à

une dose qui diminue le nombre de redressements. Toutefois. le produit étudié (SLC15)

n'a pas montré un profil de ce type aux doses testées. Le SLC15 ne diminue pas

l'activité locomotrice. il induit même une légère augmentation à la plus faible dose

testée. Mais. il ne modifie ni le nombre de redressements avec les pattes antérieures

en l'air. rn le nombre total de redressements. Il provoque uniquement une

diminution des redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une

surface du dispositif à la dose de 5 mg/kg. Aucune des doses de SLC 15 testées ne

montre un profil comportemental comparable à celui du DZP du point de vue

statistique (Tableau 58).
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G. Expérience n 07D Effets dU SLC17 (5-20 ml:/kl:. Lv,) et du DZP

(0.8 ml:/kl:. Lv. 60 mn avant le test) en solution dans 1 e

Transcutol 30% Tween80 ]0% (2 se.maines

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

Animaux : 72 rats mâles Wistar de 160-210 g (lFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v ., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 12) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%. Tween80 10% (N = 13)

* Lots traités avec le SLC17 5 mg/kg (N = 12) ;

10 mg/kg (N = 12)

20 mg/kg (N = 12). en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0 .8 mg/kg (N = Il). en solution dans le mélange

Transcutol 30 %, Tween80 10%.

2 . Résultats

Le SLC17 contient un transporteur de type quinoléine. comme le SLCI5.

mais. contrairement au SLC15 contenant une molécule de nip écotate, la quinoléine

est combinée à une molécule de GABA pour former le SLC17. De même que le SLCI5. il

ne montre aucune toxicité aux doses testées. L'analyse par le test de Kruskal-Wallis

donne les résultats suivants (DDL = 5. N = 72) :
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Figure 87: Expérience n07D: Effets du SLC1 7 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 3 0%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).
0: p < .05 par rapport au lot témoin; *: p < .OS, ***: p < .001 par rapport au
lot contrôle (test de Mann-Whitney).



ASCI : H =6.51 ; N.S.

ASC2 : H =5.67 ; N.S.

ASC3 : H =4.04 ; N.S.

- TOTASC: H =5.86 ; N.S.

- DESCl: H =4.60 ; N.S.

- DESC2: H =8.20 ; N.S.

- DESC3: H =2.46 ; N.S.

- TOTDESC: H =7.54 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =6.95 ; N.S.

- REDl: H =5.56; N.S.

- RED2: H =4.05 ; N.S.

- RED3 : H =6.24 ; N.S.

- TOmED: H =7.70; N.S.

Rpl H =3.10 ; N.S.

Rp2 H = 13.74; P = .0173

Rp3 H = 13.44 ; P = .0196

- TOTRp: H = 14.10; P = .015

R+Rpl

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOlLl:

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H =4.41 ; N.S.

H =12.12; P =.0332

H = 12.93 ; P = .0241

H = 13.02 ; P = .0232

H =7.00 ; N.S.

H =4.69 ; N.S .

H = 1.90 ; N.S.

H = 1.12 ; N.S.

H =5.00 ; N.S.

H =6.64 ; N.S .

H =0.52 ; N.S.

H =3.31 ; N.S.

H = 13.92 ; P = .0 161

H =6.26 ; N.S.
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cette expérience. le

paramètres pris en

La comparaison témoin/contrôle montre que, dans

véhicule d'injection n'affecte significativement aucun des

compte (Tableau 59).

Les nombres de marches montées et descendues ainsi que les

redressements avec les pattes antérieures en l'air ne sont pas modifiés par les

traitements du point de vue statistique (Tableau 59). Par contre , les redressements

avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du dispositif diminuent de

façon statistiquement significative avec le DZP et le SLC 17, par rapport au lot

contrôle (Figure 87). On observe une diminution dose-dépendante du nombre total de

redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du dispositif

avec le SLC 17, statistiquement significative à partir de 20 mg/kg (Figure 87) . Avec 5

et 10 mg/kg, la diminution n'est significative que pendant la troisième mn. Le DZP en

diminue significativement le nombre pendant la deuxième et la troisième mn et

pendant la durée totale du test. La comparaison DZP/SLC17 montre que seule la

diminution produite avec 20 mg de SLC17 par kg est comparable à celle produite par

le DZP (Tableau 59). Le cumul des 2 types de redressements (Figure 87) montre

uniquement une diminution significative dans le lot traité avec le DZP. par rapport

aux lots témoin et contrôle. Les défécations et toilettages ne sont pas affectés

significativement par le DZP et le SLC 17. La latence de montée de la première marche,

par contre, est modifiée parles différents traitements mais uniquement lorsque l'on

compare les lots traités au lot témoin. Dans ce cas, on constate une diminution



statistiquement significative dans les lots traités avec 5. 10 ou 20 mg de SLC17 par kg

ou avec le OZP (Tableau 59). Par contre. lorsqu'on les compare au lot contrôle. on

n'observe aucune modification significative.

En résumé. le OZP montre un effet de type anxiolytique. comme dans les

expériences précédentes réalisées dans les mêmes conditions : il diminue le nombre

total de redressements effectués sans modifier le nombre de marches montées.

Cependant. dans cette expérience. la diminution des redressements avec les pattes

antérieures en l'air provoquée par le OZP n'atteint pas le niveau de significativité

statistique. Comme le oze. le SLC17 ne modifie pas l'activité locomotrice et diminue

uniquement les redressements -avec les pattes antérieures appuyées contre une

surface du dispositif. et ceci de manière dose-dépendante. mais cette diminution n'est

significative qu'à la plus forte dose testée. Par contre. il ne diminue pas le cumul des

2 types de redressements et aucune des doses de SLC 17 testées ne condui t à un profil

comportemental statistiquement comparable au OZP sur l'ensemble des paramètres

(Tableau 59). Il est possible que des doses plus importantes montrent des activités

différentes. Malheureusement. en raison de problèmes de solubilité. des dosages plus

élevés n'étaient pas réalisables dans le même véhicule d'injection en maintenant le

volume de solution injectée à 0.5 ml/kg.

Les SLC 15 et 17 contiennent la même molécule de transporteur

(quinoléine) rattachée à une molécule de nipécotate pour le SLCI5 et à une molécule

de GABA pour le SLCI7. Aucun des 2 ne montre un effet comportemental comparable

à celui du OZP dans les conditions expérimentales employées. Donc. dans les

conditions expérimentales utilisées. soit la structure de ce transporteur n'est pas

adéquate pour produire un transport efficace à travers la BHE in viv o. soit

l'augmentation cérébrale de l'activité GABAergique provoque des effets

comportementaux différents de ceux des BZO.
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H. Expérience n080 Effets du SLC18 (5-20 m~/k~. Lv.) et du OZP

(0,8 m~/k~. Lv, 60 mn avant le test) en solution dans 1 e

mélan~e Transcutol 30% Tween80 10 % (2 semaines

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

- Animaux : 66 rats mâles Wistar de 150-200 g (lFFA-CREOO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 12) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%. Tween80 10% (N = 12)



TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC18 SLC18 SLC18 DZP
5 ma/ka 10 mg/kg 20 mg/kg 0.8 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 1,9 0,5 3,7 0,6 2,0 0,6 3,0 0,7 3,4 0,6 3,1 0,5
ASC2 4,6 0,5 6,8 00 0,5 4,7 0,8 7,4 °ab 0,9 6,4 1,0 3,8 * 0,9
Ase3 5,3 0,8 5 ,4 0,3 5,4 0,9 7,2 0,7 5,7 0,9 3 ,5 0,8
TOTASe !.!.l.~...................... ...J.d.. !.?.l.~ ........................J.l.!.. J.;?.I..!...................... ...!.l~l.... 17 7 oOab .J.I.?... .!..~.,.~...................... ...?:/9.... 103 * .J.,.?.............................................. .......1........................... .......1...........................
OEsel 0,8 0,3 1,7 0,4 1,6 0,6 1,7 0,4 1,9 0,7 1,4 0,5
DEse2 3,3 0,6 5,6 0,9 3,5 0,7 6,1 1,1 5,9 0,9 4,1 0,7
DESC3 6,2 0,8 5,8 0,6 5,2 0,8 6,4 0,8 6,1 0,9 3,2 0,7
TOTDESe .!.9..1.~...................... ...J.l::!.. !.~.I.9..........................J l.!.. .!.Q.I.~...................... ..J.,?... J.::!.I.~...................... ...1&.. J.~.,.~...................... ...?:,9.... .~.A.7. ......................... ...!.,.1..............................................
MARCHES TOT ?:.?:.IJ....................... ....?l?.. ~.~. l.~...................... ....?l.!.. ;?.~.I.~ ...................... .J.&.. ~..! .I.~...................... .J.I.~... .~.~.,. :'!...................... ...:h9.... .!.~.I.~L ................... ...~,J .............................................
RED1 0,8 0,3 2 ,0 0,6 1,0 0,3 0,7 0,2 0,7 0,4 0,6 0,3
RED2 2,3 0,6 4,6 0 0,6 2,8 * 0,5 4,1 a 0,6 3 ,0 0,7 2,0 ** 0,6
RED3 5,0 0,9 7,3 1,0 4,4 * 0,9 6,9 ab 0,8 4,6 0,9 2,4 "** 0,7
TOTRED ~.I..!.......................... ...J.}.. 13 9 0 ....1&. 8 2 * ..JA... .!J.l?.......~............... ..J.,}... 82 * ...!./.~... 5 0 *** ..J.I.!.............................................. .......1........................... ...A.............................. ....1.............................. ....1..............................
Rp1 6,8 0,8 7,6 0,5 7 ,4 0,7 8,8 0,9 8,1 0,9 7,5 0,7
Rp2 8,2 0,6 8,8 0,7 8,8 a 0,8 8,1 a 0,6 9,3 a 0,9 5,0 -- 0,7
Rp3 7,1 : 0,7 6,7 0,5 8,1 a 0,6 7,1 a 0,7 7,7 a 0,8 3,5 -- 0,7
mmP............................ ~.?:.,.!...................... ...Ji?. ~.~.l.!...................... ..J .l.?.. ;?.1:1~.......~.............. ..JI.?... ;?.1:1Q.......~.............. ..J.,.!... .~.?.l.!.......~.............. ..J&.. 16 ° "** ....l/.?.......... 1.......................... .
R+Rpl 7,6 1,0 9,6 0,8 8,4 0,7 9,4 1,0 8,8 0,9 8,1 0,7
R+Rp2 10,5 1,0 13,4 0 0,9 11,5 a 0,8 12,2 a 0,6 12,3 a 1,2 7,0 ~ 0,7
R+Rp3 12,1 1,2 14,0 1,1 12,5 a 1,1 14,0 a 1,2 12,2 a 1,2 5,9 ~ 1,2
T01RR ~.9..1.?:...................... ..J,~ .. ~.?.I.Q........................).l~.. ~.~.l:'!.......~.............. ...~.I~L ~.?l?........~............... ...~.I.~... ~}l.~.......~.............. ...?:è.. 210 0 ,,*** ....1&............................................. .......,...........................
DEFI 0,4 0,3 0,0 0,0 0,1 0,1 0 ,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3
DEF2 0,6 0,4 0,3 0,2 0 ,3 0,3 0 ,0 0,0 0,1 0,1 0,3 0,2
DEF3 0,8 0,5 0,6 0,3 0,4 0,3 0 ,3 0,2 0,4 0,4 0,4 0,3
TOTDEF !.,..~.............................9..1~.. Q.I..~.......................... ....Ql:!... Q.I..~.......................... J?l::!... Q.I..~.......................... ...Q,.~... .Q.1..~......................... ...Q/.~... J.A.!.......................... ...Q/.?..............................................
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,3 0,3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,1 0,1
TOlU 0,3 0,1 0,3 0,1 0,5 0,3 0,3 0,2 0 ,3 0,2 0,6 0,1
TOITOIL Q.,.~.............................9..,J... .Q.,..~..............................Q,.L Q.I..?.......................... ...Ql~... .Q.I.}.......................... ...Q,.~... .Q.1..~......................... ...Qè.. .9.A.7.......................... ...9.,.1.............................................
LAT Ml 41,6 5,7 29 ,5 4,4 52,4 9,5 30 ,2 7,3 23,8 4,8 40,0 13,5
LAT MS 13 1 7 13.0 97.3 108 128.3 15.2 92 .8 12,5 96,4 182 120.8 16 7

Tableau 60: Expérience n08D: Effets du SLC18 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier , chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 ·
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, 00: p < .0 1 par rapport au lot témoin; *: p < .05 , **: p < .0 1, ***: p < .00 1 par
rapport au lot contrôle; a: p < .05 par rapport au DZP; b: p < .05 par rapport à 5 mg/kg (test de Mann-Whitney). N = 9 à
12 par lot.



* Lots traités avec le SLC18 5 mg/kg (N = 12) ;

10 mg/kg (N = 9) ;

20 mg/kg (N = 9), en solution dans le mélange

Transcuto1 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 12), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2. Résultats

Le SLC18 · et le SbC13 contiennent le même transporteur de type mixte, mais,

le SLC13 contient une molécule de GABA, alors que le SLC18 contient une molécule de

nipécotate. Contrairement au SLC13, il ne montre aucune toxicité aux doses testées.

Par conséquent, le GABA n'étant pas toxique , la toxicité liée au SLC13 n'est

probablement pas causée par le transporteur seul mais par le complexe transporteur

de type mixte -GABA, puisque lorsque ce même transporteur est combiné au

nipécotate, le caractère toxique disparaît , tout au moins à des dosages équivalents.

L 'analyse des données comportementales par le test de Kruskal-Wallis

donne les résultats suivants (DDL = 5, N = 66) :
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ASC1 : H =7.93 ; N.S.

ASC2: H = 15.00 ; P = .0104

ASC3 : H =9.62 ; N.S.

- TOTASC: H = 11.86 ; P =.0368

- DESC1 : H =3.51 ; N.S.

- DESC2: H = 10.23 ; N.S.

- DESC3: H =9.71 ; N.S.

- TOTDESC: H =8.97 ; N.S.

- MARCHES TOT: H = 10.72 ; N.S.

- RED1 : H =7.68 ; N.S.

- RED2: H = 12.49 ; P =.0287

- RED3: H =17.27 ; P =.004

- TOTRED: H = 18.73 ; P =.0022

Rp1 H =3.05 ; N.S.

Rp2 H = 16.74; P = .005

Rp3 H = 20.26 ; P = .00Il

- TOTRp: H = 16.86 ; P =.0048

R+Rpl

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR :

- DEFI:

- DEn :

- DEF3:

- TOTDEF:

- TOlLl :

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H =4.43 ; N.S.

H = 25.33 ; P = .0001

H = 19.30; P =.0017

H =23.91 ; P =.0002

H =4.46 ; N.S.

H = 3.26 ; N.S.

H =0.93 ; N.S.

H =2.00 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.

H =4.77 ; N.S.

H =4.23 ; N.S.

H =4.31 ; N.S.

H =9.55 ; N.S.

H =6.61 ; N.S.

Le lot contrôle montre, par rapport au lot témoin, une augmentation du

nombre de marches montées et de redressements effectués avec les pattes

antérieures en l'air, pendant la deuxième mn du test (Tableau 60). Le cumul des 2
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Figure 88: Expérience n08D: Effets du SLC18 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoi re 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et de
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).
0: p < .05 , °°: p < .01 par rapport au lot témoin; *: p < .OS, **: p < .01, ***: p
< .001 par rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



types de redressements est également supérieur dans le lot contrôle, pendant la

deuxième mn. Enfin, le nombre total de redressements effectués avec les pattes

antérieures en l'air pendant le test est augmenté d'une manière statistiquement

significative dans le lot traité avec le véhicule, par rapport aux témoins. Toutes ces

différences vont dans le sens d'une augmentation, il ne s'agit donc pas d'effets

secondaires ataxiques liés au véhicule d'injection, pouvant interférer avec les

activités du SLC18 ou du DZP.

Contrairement aux résultats des expériences précédentes, le DZP diminue

significativement le nombre de marches montées pendant la deuxième mn du test et

pendant la durée totale du test, par rapport au lot contrôle (Figure 88). Le SLC 18 ne

modifie pas ce paramètre de façon statistiquement significative par rapport au lot

contrôle, mais tend à augmenter le nombre de marches montées avec la dose de 10

mg/kg, significativement par rapport au lot témoin. Le nombre de marches

descendues n'est pas modifié du point de vue statistique.

Le nombre total de redressements effectués avec les pattes antérieures en

l'air diminue significativement, par rapport au lot contrôle, dans les lots traités avec

5 ou 20 mg de SLC18 par kg et dans le lot traité avec le DZP (Figure 88). La dose de 10

mg de SLC18 par kg diminue également ce paramètre, mais à un degré moindre que

les doses 5 et 20 mg/kg et sans atteindre le seuil de significativité. La diminution

induite par le DZP est plus importante que celle provoquée par les 3 doses de SLC18,

mais la différence n'est significative qu'entre le DZP et le SLC 18 à 10 mg/kg (Tableau

60). Par contre, le nombre total de redressements effectués avec les pattes

antérieures appuyées contre une surface du dispositif pendant le test n'est modifié

significativement que par le DZP (Figure 88). Les valeurs observées pour ce

paramètre avec le SLC18 sont comparables aux contrôles. La comparaison DZP/SLC18

montre d'ailleurs une différence statistiquement significative pour le nombre de

redressements effectués avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du

dispositif pendant la deuxième et la troisième mn du test et pendant la durée totale du

test. Il en est de même pour le cumul des 2 types de redressements. La seule

diminution statastiquement significative par rapport au lot contrôle est obtenue avec

le DZP. Les autres paramètres (défécations, toilettages et latences de montée des

marches) ne présentent pas de différences significatives du point de vue statistique

entre les lots (Tableau 60).

Donc, le DZP, à la dose testée, diminue les 2 types de redressements, alors

que le SLC18 diminue uniquement le nombre de redressements avec les pattes

antérieures en l'air, cette diminution étant significative aux doses 5 et 20 mg/kg.
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Contrairement aux expériences précédentes, le DZP diminue à la fois

l'activité locomotrice et le nombre de redressements, à la dose de 0.8 mg/kg. Donc, il

semblerait que les conditions expérimentales journalières ne permettaient pas la

mise en évidence d'un effet de type anxiolytique. Cependant, le lot contrôle de cette

expérience montre un nombre de marches montées particulièrement élevé par

rapport aux témoins, élevé également par rapport aux lots contrôles des autres

expériences réalisées dans les mêmes conditions. Le nombre total de marches

montées dans le lot traité avec le DZP est d'ailleurs comparable à celui du lot témoin

du point de vue statistique et à celui relevé dans les expériences n04D, 5D, 6D et 9D

avec le même traitement. Par contre; dans l.'expérience ·présente, la diminution, par

le DZP, du nombre total de redressements effectués est significative à la fois par

rapport au lot contrôle et par rapport au lot témoin . Les deux paramètres, marches

montées et redressements, ne sont donc pas affectés avec la même intensité par le

DZP. On peut donc parler d'activité de type anxiolytique dans le lot traité avec le DZP.

Le SLC18 ne diminue significativement ni le nombre de marches montées,

ni le nombre total de redressements effectués et ne montre donc pas d'effets

comparables à celui du DZP. Il produit toutefois une diminution de l'un des 2 types de

redressements ne s'accompagnant pas d'une diminution du nombre de marches

montées. Si les problèmes de solubilité du SLC dans les solv ants ne l'avaient pas

empêché, il aurait été intéressant de tester des dosages plus importants.
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I. Expérience n09D Effets du SLC19 (5-20 m2/ki:. Lv,) et du DZP

(O,S ml:/kl:. Lv, 60 wn avant le test) en solution dans 1 e

Transcutol 30% TweenSO 10 % (2 semaines

d'habituation)

1, Matériel et méthodes

- Animaux : 75 rats mâles Wistar de 150-200 g (lFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 60 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N =12) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12)

* Lots traités avec le SLC19 5 mg/kg (N = 12) ;

10 mg/kg (N = 14)

20 mg/kg (N = 13), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0,8 mg/kg (N = 12), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.



TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC19 SLC19 SLC19 nzp
5 ma/ka 10 ma/ka 20 ma/ka 0.8 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 4,1 0,8 2,4 0,6 3,6 0,4 3,4 0,7 3 ,7 0,6 2,9 0,5
ASC2 5 ,7 0,5 4,0 0,9 7,2 *a 0,8 4, 7 0,5 3,0 Ob 0,8 4,6 0,9
ASC3 5,4 0,9 4,3 0,8 6,0 1,2 6,0 0,8 4,6 0,9 3,0 0,7
TOTASC .!.~.r.;?........................J .&. l .Q.r.?...................... ....1.&. .!.f?&......~.............. ..J,~... .!.!r.!.......~............... ..J,.1... .!,!,rI ......!?.............. .J.,.~... .!.9.1..~...................... ...1,.1..............................................
DESC1 1 ,3 0,6 1,2 0,3 1,3 0,5 1,4 0,4 0 ,7 0,2 2,1 0,5
DESC2 6,2 1,0 3,6 0,8 6,3 0,9 4 ,8 0,7 4, 2 0,9 4,2 0,6
DESC3 6,3 0,9 3,0 ° 0,7 6,5 **a 0,7 4,6 b 0,6 3,9 1,1 3,5 . 0,7
1DTDESC l.~.r.~...................... ..J .I?.. 7 8 ° ...,!,&. 141 * ..JI.?... l.Q.r.~...................... ..J,.~... .~.r~...........~............. ..J,.?... .?.A.~......................... ...1,.1............................................. ....1............................... .......r...........................
MARCHES TOT ??..r.Q...................... ...Jr::f.. .l.~.r.1...................... ...J,:1... ~Qr!L....~~............ .J.,.?... .~.1.r.~...................... .J.,.?... .~Qr.!.......!?.............. ...~,.1.. .?9.1..~...................... ...~&.............................................
RED1 0,7 0,3 0,7 0,3 0,8 0,4 0 ,6 0,2 0,4 0,2 0 ,2 0,1
RED2 2 ,4 0,7 3,5 0,7 3,2 0,6 2 ,5 0,5 1,4 0,4 1 ,4 0,4
RED3 4,2 0,5 4,6 0,9 4,3 a 0,7 4,1 a 0,6 2,5 ° 0,8 1,8 - 0,5
1DTRED ?.,.~.......................... ..JI.!.. ~.r..~.......................... ..J.I~.. ~2..........~.............. .J.I.!... ?A~ ..........~.............. .J.,9... 43 ~b ...Q,.?... 34 -- ...Q&............................................. ....r.............................. ....r..............................
Rp1 7,0 0,7 7,0 0,8 8,0 0,7 5,9 0,7 6, 2 0,8 5, 4 0,7
Rp2 5 ,8 0,8 7,4 0,9 7,2 0,6 7,0 0,8 5,2 0,7 5,0 0,7
Rp3 7 ,3 : 0,5 6,8 1,0 5,6 °a 0,7 5,6 °a 0,6 4,8 ° 0,8 3,5 -- 0,5
12:llip............................ ?.Q.r.!....................... ..J .I:1.. ~.l.r.?........................JI.?.. .~.9.r~.......~.............. .J .r.?... .!..~.r.1...................... .J.,.~... .!.~r.~.......!?.............. ..J,.~... 139 -* ..Jè.........,...........................
R+Rpl 7,7 0,7 7,7 0,8 8,8 0,7 6,5 0,8 6,6 0,8 5 , 6 0,6
R+Rp2 8,3 1,1 10,9 1,1 10,3 a 0,8 9,5 a 1,0 6,6 *bc 0,9 6,4 ** 0,9
R+Rp3 Il,4 0,7 Il,3 1,5 9,8 a 1,2 9,6 a 0,7 7,3 ° 1,3 5,3 ---* 0,8
1DTRR ??. .r.~...................... ...J.&. ?.~.r.~...................... ..J .,9,.. l?.r9........~ .............. ..J,.?... l~.r!?.......~.............. ..J&.. .~Qr.~.......!?.............. ...~,.1.. 173 .-- ..JI.?.............................................. .......,...........................
DEFI 0, 2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
DEF2 0,0 0,0 0,4 0,2 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0 ,3 0,2
DEB 0 ,4 0,3 1,0 0,4 0,3 0,3 0, 5 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3
TOTDEF Q.,.!? .............................9.1:1.. .!.,.1..............................9.&.. 9. 1..~.......................... ...Qr.~... 9.1..?.......................... ...Qd.. 9.1..? ......................... ...Q,.?... .9.A.~.......................... ...Q/.?..............................................
TOlU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
TOlU 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0
TOlU 0,5 0,2 0 ,2 0,1 0 ,3 0,2 0,4 0,1 0,7 0,3 0,4 0,1
TOTTOIL Q.r.!? ......................... ....Q.I~ .. 9.,.~..............................QI.?.. 9..1..1......................... ...QI.?... 9.1..1......................... ...Q,.!... 9. 1..~.......................... ...Q,J.. .9.A.1......................... ...Q,J.............................................
LAT Ml 29 ,8 6,7 53,3 17,1 25,9 3,7 35,7 7,9 2 8 ,4 2,2 37,8 13,5
LAT MS 82.7 14,1 132.0 166 80 0 107 94.0 146 94.5 14,7 117 4 182

Tableau 61: Expérience n09D: Effets du SLC19 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier , chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05 , 00: p < .0 1,000: p < .001 par rapport au lot témoin; *: p < .05 , **: p < .0 1, ***: p <
.00 1 par rapport au lot contrôle; a: p < .05 par rapport au DZP; b: p < .05 par rapport à 5 mg/kg; c: p < .05 par rapport à
10 mg/kg (test de Mann-Whitney). N = 10 à 14 par lot.



2 . R é sul t at s

Le SLC1 9 n'est d ifféren t du SLCI 3 que par la présence d'un noyau benzyl

protégeant la molécu le de GA BA. Comme dans le cas du SLC 13. le SLC1 9 a causé des
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décès aux doses testées :

- 0 morts sur 12 rats avec 5 mg/kg ;

0 morts sur 14 rats avec 10 mg/lcg

3 morts sur 13 rats avec 20 mg/kg

traitement.

les 3 décès sont survenus 6. 7 et 19 mn ap rès le

Un calcul · de ···la· dose létale ·50 du SLC 19 a été réa lisé d'après la méthode de

Berkson (1953) : DLs û =44.1 ± 5.6.

Etant donnée la forte toxicité du SL C 13 et du SLC1 9. et l'absence de toxicité

du SLC 18 comportant le même transporteur que le SLC 13 et le SLC 19 mais contenant

une molécu le de nipécotate à la p lace du GABA. on constate que le transporteur de

type mixte n'est toxique que lorsqu'il est couplé à une molécu le de GABA et ceci même

si un noyau benzy l est fixé sur le GABA (ce qui est le cas po ur le SLC19). Par contre.

lorsqu'il est co uplé à une molécule de nipécotate (SLC 18). ce transporteur n'e st pas

toxique aux doses testées.

L'effectif total pa sse donc de 75 à 72 pour les donnée s comportementales.

puisque 3 rats sont dé cédés avant le test. Les résultats recueilli s sont reportés dans le

Tableau 61 et l'analyse par le test de Kruskal-Wallis donne les valeurs suivantes (DOL

=5. N =72) :

ASC1 : H =4.29 ; N.S.

ASC2 : H =11.17 ; P =.048 1

ASC3 : H =9.26 ; N.S.

- TOTASC: H =11.07; P =.05

- DESC1 : H =4.05 ; N.S.

- DESC2 : H =7.25 ; N.S.

- DESC3: H = 14.87 ; P = .0109

- TarDESC : H = 12.03 ; P = .0344

- MARCHES TOT : H = 11.13 ; P =.0488

- RE D1: H =3.73 ; N.S.

- RED2: H = 10.52; N.S.

- RED3: H = 12.60 ; P = .0274

- TOTRED : H = 17.74 ; P =.0033

Rp1 H =7.53 ; N.S.

Rp2 H =7.84 ; N.S.

Rp3 H = 16.90 ; P =.0047

- TOTRp: H = 14.23 ; P = .0142

R+Rpl

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3 :

- TOTDEF:

- TOILl:

- TOIL2:

- TOIL3 :

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H = 10.42 ; N.S.

H = 15.45 ; P = .0086

H =21.80 ; P =.0006

H =20.69 ; p = .0009

H =5.00 ; N.S.

H =8.21 ; N.S .

H =6.58 ; N.S.

H =5.22 ; N.S.

H =0.00 ; N.S.

H =3.86 ; N.S.

H = 4.28 ; N.S.

H = 1.91 ; N.S.

H = 1.58 ; N.S.

H =7.07 ; N.S.
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Figure 89: Expérience n090: Effets du SLC19 (5-20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test)
et du OZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience , sur le nombre total de marches montées et de .
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas ).
0: p < .05, 00: p < .01 par rapport au lot témoin; *: p < .05 , **: p < .0 1 par
rapport au lot contrôle (test de Mann-Whitney).



Dans cette e xpé rience . le véhicule d 'injection affecte le nombre de

marches descendues pendant la troisième mn du test et pendant la durée totale du test

(Tableau 61). Le nombre de marches descendues pendant ces intervalles est

significativement diminué par rapport au lot témoin. Par contre. les autres

paramètres pris en compte. y compris le nombre de marches montées. ne sont pa s

modifiés du point de vue statistique par rapport aux témoins . Par conséquent. dans

cette expérience, l'emploi de ce véhicule pour l'administration de SLC19 ou de DZP ne

présente pas d'inconvénient majeur.

Le DZP n'affecte pas significativement le nombre de marches montées ou

descendues par rapport au lot contrôle (Tableau 61). Par contre. le SLC 19 augmente le

nombre de marches montées pendant la deuxième mn du test par rapport aux

contrôles, à la dose de 5 mg/kg. En augmentant la dose. on observe une diminution

dose-dépendante du nombre de marches montées pendant la deuxième mn avec le

SLC19. qui ramène ce paramètre au niveau des contrôles avec 20 mg/kg. Le nombre

total de marches montées suit la même évolution. mais aucune de s 3 doses ne

provoque de modification significative par rapport au lot contrôle (F igure 89 ). Le

nombre total de march es de scendues. par contre. montre une au gm e n ta tion

stausuquernent significative ave c 5 mg de SLC 19 par kg. Le nombre total de marches

montées et descendues pendant le test est également significativement plus élevé

dans le lot traité av ec 5 mg de SLC19 par kg que dans le lot contrôle. Les

redressements avec le s pattes antérieures en l'air sont diminués d'une manière

statistiquement significative par le DZP. Le SLC 19 provoque une diminution dose­

dépendante de ces red ressements. atteignant le seuil de significativité à 20 mg/kg

(Figure 89). Les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une

surface du dispositif, par contre ne sont significativement modifiés que par le DZP.

Le SLC19 induit une diminution dose-dépendante de ces redressements. mais cette

diminution n'est pas significative du point de vue statistique. De même. le cumul des 2

types de redressements n'est significativement diminué que par le DZP. Pendant la

deuxième mn toutefois . cette diminution dose-dépendante atteint un niveau

s ignifi cat if avec 20 mg/kg. Les autres paramètres observés (défécations. toilettages

et latence de montée des marches 1 et 5) ne sont pas modifiés du point de vue

statistique par les traitements .

En conclusion de cette expérience , nous pouvons dire que les conditions

expérimentales journalières permettaient la mise en évidence d'un effet de type

anxiolytique, étant donné que le lot traité par le DZP présente une diminution du

nombre de redressements à une dose ne modifiant pas l'activité locomotrice. Nous

observons un effet proche de celui du DZP avec le SLC19 à la dose de 20 mg/kg. En

comparant les lots traités avec 20 mg de SLC19 par kg ou 0.8 mg de DZP par kg , aucune
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différence statistiquement significative n'est relevée (Tableau 61). La diminution des

redressements totaux n'est toutefois pas significative du point de vue statisuque par

rapport au lot contrôle, avec le SLCI9. II n'est pas possible d'augmenter les dosages,

en raison de l'apparition d'une toxicité à partir de 20 mg/kg. Les 2 paramètres,

marches montées et redressements, diminuent parallèlement avec l'augmentation de

la dose de SLCI9. Rappelons que le SLC19 et le SLC13 ne diffèrent que par la fixation

d'un noyau benzyl sur la molécule de GABA dans le cas du SLCI9. Les résultats

obtenus avec ces 2 SLC ne sont pas comparables. Le SLC13 montrait un profil de type

anxiolytique de 2.5 à 10 mg/kg (expérience n04D). Donc, l'adjonction d'un noyau

benzyl sur le GABA a diminué les effets toxiques de -Ia molécule mais a également

diminué les effets de type anxiolytique. Le SLC 19 provoque cependant, des effets

comparables à ceux du DZP à la dose de 20 mg/kg.

J. Expérience n010n Effets dU SLC13 (2.5-10 me/ke. Lv,) et dU

nzp (0,8-1.6 me/ke. Lv. 120 mn avant le test) en solution dans

le mélanee Transcutol 30 % Tween80

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

10% (2 semaines

- Animaux : 79 rats mâles Wistar de 150-200 g (lFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

T raitements : Ils sont réalisés par voie LV., 120 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9%0 (N = 12) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12)

* Lots traités avec le SLC13 2.5 mg/kg (N = 11)

5 mg/kg (N = 12) ;

10 mg/kg (N = 10), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = Il)

1.6 mg/kg (N = Il), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

2. Résultats

Dans la première série d'expériences concernant les SLCI3, 14 et 15

(expériences n° ID à 6D), les tests ont été réalisés 1 h après le traitement. Leurs effets _

étaient comparés à ceux du DZP en solution dans le même véhicule , à la dose de 0.8

mg/kg. Un profil de type anxiolytique a été observé avec le SLC13 aux doses 2.5 à 10



tRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC13 SLC13 SLC13 DZP DZP
2.5 mg/kg 5 mg/ki! 10 mg/kg 0.8 mg/kg 1.6 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 5,0 0,4 4,3 0,4 4,8 1,0 2,7 OO*a 0,6 5,2 d 0,9 6,8 "** 0,7 4,5 a 0,7
ASC2 5,5 0,8 5,2 0,6 6,0 1,0 4,4 0,7 6,0 1,2 7,2 0,6 5,3 0,8
ASC3 7,2 0,5 8,1 0,8 7,9 0,9 5,4 0,6 6,0 1,5 7,1 1,3 6,5 1,0
TOTASC .!.?,.?................. J .I.!.. .!..?.1..~............... ..1.lA. .l .~.,.?................ ..~,.?... .!.?: ,.~.....~=~.~.~.!?~ J.I.!.. .!.?.,J........~...... ..~,.!.. }.l.,J............... ..:?1.!.. J.!?,.:?..................J!~!..n u . ....... .... .......... .............

DESC1 3,0 0,5 1 ,7 0,6 2,4 0,6 2,1 0,5 3,8 1,0 3,7 0,8 2,2 0,6
DESC2 5,6 0,5 5 ,4 0,7 6,5 1,1 3,4 "*ac 0,6 5,4 1,2 8,4 "* 1,0 4,9 a 0,9
DESC3 6,3 0,6 7 ,4 0,6 6,7 1,0 4,7 0,6 6,3 1,3 6,5 1,3 6,9 1,0
TOTDESC J.1.,.~................ .J.I.!.. .!..11..?................ ..L9.. .l.~.,.~............... ..~,}.. 102 O*ac .JI.?.. .!.~,.~ ......A ..... ..~,.?.. J.~.!.~............... ...?1.~.. .!.1.,.Q.................J.!~......................................... .......1...........................
MARCHES TOT .~..?,.!?................ ...?.I.!.. J .?.1..!................ ) .&. .~.1.,.1............... ..~&. :??.,.?.......~=~.~.~.~~ ..?I.?... J?:,.~........~...... ..~.,.?.. }.~.,.~ ............... ..~,}.. ~.Q.,.:?................ ...?!?...........................................
RED1 2,3 0,5 1,2 0,4 1,2 a 0,5 1,5 a 0,5 0,8 Da 0,4 3,2 ** 0,5 1,9 0,7
RED2 4,5 0,7 3,1 0,6 5,6 0,7 4,7 0,9 3,2 0,8 4,1 0,6 3,5 0,6
RED3 6,0 0,8 4,8 0,7 4,3 0,9 3,3 0,7 3,7 1,2 5,3 0,5 4,9 1,2
TOTRED .!.'!:.,..~................ .J.I.~ .. .~.,..! ................... J,.?.. .1.1.,.1............... ...l,,7... ~.,..?.......................... .L.?.. .?.,.?..................... ..!.,.?.. .l.:? .,.~.;............. ..,!,.Q. .!.Q.,.1................ ...?.!~.........................................
Rp1 9,6 0,8 9,0 0,6 8,5 1,2 8,3 0,7 7 ,6 0,9 8,3 0,7 7,4 0,5
Rp2 6,0 0,4 6 ,7 0,9 5,5 0,7 6,2 0,7 5,4 0,8 5,4 0,8 4,6 0,6
Rp3 6,6 0,6 : 7,2 0,7 7,4 0,6 6,6 0,6 5,1 1,2 5,4 0,5 4,9 0,6
.T.9.]]..P....................... l'!:.,.'!:................ .J.I~.. .~..?.1..~................ J.I.§.. .~J.,.1............... ..1,.!.. :?.1.1..!...................... J.I~.. .!..~.1. .!................ .},.1. ..!.~.,.Q............... ...!1.1. .!.!?,.~................ ...Q.!2..
R+Rpl Il,8 0,8 10,2 0,8 9,6 1,3 9,8 0,7 8,3 0,8 Il,5 0,7 9,3 0,8
R+Rp2 10,5 0,8 9 ,8 0,9 Il,2 1,1 10,8 0,9 8,7 1,2 9,5 0,8 8,2 0,7
R+Rp3 12,6 0,8 12,0 0,9 Il,6 1,0 9,9 0,9 8,8 2,1 10,6 0,8 9,8 1,4
TOTRR ~.1.,.~.................J.I~.. },.!.1..?................ ..1.&. }.?:.,.~............... ..:?J.~.. ~.Q.I.!? ...................... ..?I.~.. .?..?..1..~................ ..~,.?.. .~..!.,.~............... ...!l.?.. '!:.!..,}................ ...?.!~.........................................
DEFI 1,0 0,4 0,3 0,2 0,3 0,2 0,8 0,3 0,1 0,1 1,3 0,5 0,5 0,3
DEF2 1,0 0,4 0,3 0,3 0,5 0,4 1,3 0,5 0,4 0,4 0,3 0,2 0,1 0,1
DEF3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,5 0,4 0,3 0,3 0,1 0,1 0,6 0,5 0,5 0,3
TOTDEF .?.1..~.................... 08 .Q.,.~................... ..Q,'?". .1.,.1................... ..Q"?". :?.,.1.......................... ..Q.I.?.. .Q.,.?.................... ..Q,.§.. .?:.,.'!:................... ..Ql.~. .!.1..?.................... ...Q.!~......................................... ......1.....
TOlU 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - 0,0 0,0 0,2 0,2
TOIL2 0,4 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2 0,4 0,2
TOIL3 0,5 0,2 1,1 0,3 0,5 0,2 0,4 0,2 0,4 0,3 0,5 0,2 0,6 0,2
TOTTOIL J.1..!.................... ..g.!:?.. 1 4 . .QI.~.. .Q.I.!? .................. ..Q,.?... Q.,..~.......................... ..Q.I.?.. .Q.,.~................... ..Q,.1. .Q.,.~................... ..Q1.~.. .!. 1..~.................... ..g.!~ ......................................... .....,.......................
LAT Ml 16,0 2,3 24 ,1 2,8 34,4 12,0 34,1 10,2 19,9 4,3 14,4 2,7 16,1 2,1
LAT MS 95, 3 163 92.3 15.6 98,3 20.6 125 7 14 7 87 9 20,6 70.5 165 66.2 85

Tableau 62: Expérience n010D: Effets du SLC13 (2 .5-10 mg/kg, Lv. 120 mn avant le te st) et du DZP (0.8-1.6 mg/kg) en solution dans
le mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, 00: p < .0 1 par rapport au lot témoin; *: p < .05 , ** : p < .01 par rapport au lot
contrôle; a: p < .05 par rapport au DZP 0.8 mg/kg; b: p < .05 par rapport au DZP 1.6 mg/kg; c p < .05 par rapport à 2.5
mg/kg; d: p < .05 par rapport à 5 mg/kg (test de Mann-Whitney). N = 10 à 12 par lot .
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mg/kg. Par contre, le SLC14 et le SLC15 n'ont pas montré une activité de type

anxiolytique significative aux doses testées. Ces 3 SLC ont été réévalués dans les

mêmes conditions, mais avec une durée de 2 h entre le traitement et le test

(expériences n? IOD à 12D). Dans l'expérience présente. un lot traité avec 1.6 mg de

DZP par kg a été rajouté, en plus du lot traité avec 0.8 mg/kg, afin de réaliser une

courbe dose-réponse du DZP, 2 h après l'administration.

Comme dans les expériences précédentes concernant le SLC13, des effets

toxiques sont apparus mais uniquement à la plus forte dose testée : 2 rats sur 10 sont

décédés après une dose de 10 mg/kg, le premier 10 mn après l'administration, le

deuxième pendant · la nuit suiv-ant l'expérience, soit- plus de 4 h après l'injection.

L'effectif total passe donc de 79 à 78 pour les données comportementales,

puisque le premier rat est décédé avant le test et que le deuxième rat est décédé plus

de 4 h après le test. Les résultats recueillis sont reportés dans le Tableau 62 et

l'analyse par le test de Kruskal-Wallis donne les valeurs suivantes (DDL = 6, N = 78) :

ASC1 : H = 16.74; P =.0 103

ASC2 : H =8.34 ; N.S.

ASC3: H =7.99; N.S.

- TOTASC: H = 13.68 ; P =.0334

- DESC1: H =8.13; N.S.

- DESC2: H = 16.64 ; P = .0107

- DESC3: H =7.88 ; N.S.

- TOIDESC: H = 12.90 ; p = .0446

- MARCHES TOT: H = 14.83 ; p =.0216

- REDI: H = 14.08 ; p =.0287

- RED2: H =8.35 ; N.S.

- RED3: H =9.63 ; N.S.

- TOTREO: H =8.52 ; N.S.

Rp 1 H =6.64 ; ·N.S.

Rp2 H = 5.40 ; N.S.

Rp3 H =12.32; N.S.

- TOTRp: H = 12.06; N.S.

R+Rp1

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3:

- TOIDEf:

- TOlLl:

- TOIL2:

- TOlL3:

- TOTTOIL:

- LAT Ml :

LAT M5:

H = 11.07; N.S.

H =6.78 ; N.S.

H =6.05 ; N.S.

H =8.73 ; N.S.

H =8.31 ; N.S.

H =9.74 ; N.S .

H =3.81 ; N.S.

H =8.69 ; N.S.

H =4.86 ; N.S.

H =2.75 ; N.S.

H =6.13 ; N.S .

H =7.20 ; N.S.

H =8.10 ; N.S.

H =8.15 ; N.S.

Les lots témoin et contrôle ne montrent aucune différence significative.

L'absence d'effet du véhicule d'injection est donc vérifiée.

Le DZP augmente le nombre de marches montées pendant la première mn

du test par rapport aux lots témoin et contrôle à la dose de 0.8 mg/kg (Tableau 62). Le

nombre total de marches montées n'est cependant pas modifié significativement par _

le DZP aux 2 doses testées (Figure 90). A la plus faible dose, le DZP augmente

également le nombre de marches descendues pendant la deuxième mn du test, par
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Figure 90: Expérience n0100: Effets du SLC13 (2.5-10 mg/kg, Lv. 120 mn avant le
test) et du OZP (0.8-1.6 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol
30%, Tween 80 10%, chez des rats Wistar ar rivés au laboratoire 2
sem aines avant l'expérience, sur le nombre total de marches montées et
de redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements
(bas). 00: p < .01 par rapport au lot témoin; **: p < .01 par rapport au lot
contrôle (test de Mann-Whitney).



rapport aux lots témoin et contrôle et le nombre de redressements avec les pattes

antérieures en l'air par rapport au lot contrôle . Le cumul des 2 types de

redressements n'est pas modifié du point de vue statistique par le DZP mais diminue

d'une manière dose-dépendante (Figure 90) . Il ne provoque plus aucun changement

significatif avec 1.6 mg/kg. En dehors d 'une légère augmentation de l'activité

locomotrice. le DZP ne produit plus d'effet de type anxiolytique mesurable. avec 0.8

mg/kg. contrairement aux observations réalisées 1 h après le traitement. Le fait de

doubler la dose administrée ne suffit pas à rétablir cette activité. au bout de 2 h.

En ce qui concerne- - le -SLC I3; il diminue significativement le nombre de

marches montées pendant la première mn du test et pendant la durée totale du test à

la dose de 5 mg/kg. Par contre. les doses inférieure et supérieure ne modifient pas ce

paramètre d'une manière significative par rapport au lot contrôle . Le nombre de

marches montées pendant la première mn du test et pendant la durée totale du test,

dans les lots traités avec 2.5 ou 10 mg de SLC13 par kg est significativement différent

de celui du lot traité avec 5 mg/kg (Tableau 62). Cet effet n'est donc pas dose­

dépendant. A la dose de 5 mg/kg. le SLC13 diminue également le nombre de marches

descendues pendant la deuxième mn et pendant la durée totale du test. ainsi que le

nombre total de marches montées ou descendues pendant le test. Comme le montre la

Figure 90. il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les différents

lots pour les 2 types de redressements. cumulés ou non . On observe tout de même.

dans les lots traités avec le SLCI3. une diminution dose-dépendante mais non

significative du nombre total de redressements effectués et ce paramètre n'évolue

pas dans le même sens que les marches montées (Figure 90).

Donc. le SLC 13 et le DZP ne présentent plus d'effet de type anxiolytique aux

doses testées lorsque l'injection i.v. est réalisée 2 h avant le test. On observe

uniquement une diminution statistiquement significative de l'activité locomotrice

avec 5 mg de SLCl3 par kg. Il est impossible d'augmenter la dose de SLC13 injectée. en

raison de la toxicité importante de cette molécule.

Si l'on compare les données des lots ayant reçu les mêmes traitements dans

les expériences n04D et n? lOD. c'est-à-dire avec 1 et 2 h de latence entre le traitement

et le test respectivement. on constate des différences entre les 2 lots témoins. Les 2

lots contrôles montrent moins de différences. Il n'est pas possible de comparer les 2

expériences avec un test statistique mais on peut remarquer que les rats traités avec

le SLC13 montraient une diminution du nombre total de redressements effectués par

rapport aux contrôles avec 2.5. 5 et 10 mg/kg, 1 h après le traitement. 2 h après le

traitement le SLC 13 a toujours tendance à diminuer le nombre de redressements. mais

d'une manière non significative et il diminue le nombre de marches montées avec 5

mg/kg.
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En conclusion , l'effet de type anxiolytique du DZP obtenu 1 h après le

traitement à la dose de 0.8 mg/kg a disparu au bout de 2 h. Et, même en doublant cette

dose, nous n'avons pa s obtenu d'activité 2 h après le traitement. Augmenter encore la

dose entrainerait l'apparition d 'effets secondaires indésirables . Il sem ble donc que 2

h après un traitement par voie i.v. , il so it difficile d'obtenir un profil de type

anxiolytique avec le DZP dans les conditions expérimentales employées. En ce qui

concerne le SLCI3, l'effet anxiolytique observé 1 h après le traitement, aux doses 2.5.

5 et 10 mg/kg . a disparu 2 h après le traitement. La mortalité devenant très

importante à des do ses · plus-élevées, il n'est pas possible d'augmenter les dosages .

L'administration Lv. du SLC13 (2.5-10 mg/kg) ou du DZP (0 .8-1.6 mg/kg) permet donc

de mettre en évicence un effet de type anxiolytique pendant une durée inférieure à

2h.

K. Expérience n 0 11D ; Effets du SLC14 (5-20 m~/k2. Lv,) et du DZP

(0,8 m2/k~. Lv, 120 mn avant le test) en solution dans le
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Transcutol 30% Tween80 10% (2 semaines

d'habituation)

1. Matériel et méthodes

- Animaux: 73 rats mâles Wistar de 150-190 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semailles avant l'expérience.

Traitements : Ils sont réalisés par voie Lv.. 120 mn avant le test

* Lot témoin : NaCI 9~oo (N = 12) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30 %. Tween80 10% (N = 13)

* Lots traités avec le SLC 14 5 mg/kg (N = Il) ;

10 mg/kg (N = 12)

20 mg/kg (N = 12). en solution dans le mélange

Transcutol 30 %, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : . 0 .8 mg/kg (N = 13), en solution dans le mélange

Transcutol 30 %. Tween80 10%.

2. Résultats

Comme dans les expériences précédentes concernant le SLCI4. aucune

toxicité n'a été détectée aux doses testées. Les résultats recueillis sont reportés dans le

Tableau 63 et l'analyse par le test de Kruskal-Wallis donne les valeurs suivantes (DDL

=5, N =73) :



TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC14 SLC14 SLC14 DZP
5 mg/kg 10 mg/kg 20 ma/ka 0.8 ma/ka

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 4,3 0,8 3,2 0,4 5,4 1,1 5,3 0,7 3,4 0,8 5 ,0 0,8
ASC2 5,8 0,7 5,3 0,9 5,7 1,1 7,8 0,8 5 ,8 0,9 6,9 1,0
ASC3 6,3 0,8 5,5 0,9 7,0 0,9 7,4 0,5 7,8 0,8 6,5 0,6
TOTASC .l.~ ./.~..........................1.,2.. .l.~./.?........................J.,!... J.~.,..t ..................... .J,.~... ~.Q.,.~...................... ..J/.~... J.?.I.J...................... ...~/.Q... J..~.1..?...................... ..J,.?...••n ... . . ........... .. . ....... . . ... ... ... . .

DESC1 2 ,5 0,7 1,6 0,4 2,8 0,8 2,8 0,5 2 ,6 0,7 3,8 0,8
DESC2 5 , 6 0,8 4,9 0,8 5,9 1,1 7,5 0,6 4,4 0,8 6,5 0,9
DESC3 7,3 0,9 4,8 0,7 7,8 0,9 8 ,3 0,7 6 ,9 1,0 6,6 0,6
TOIDESC .t?./.~ ...................... ...J&. .t.l. ,.~ .........................J, .~.. .!.y..,.?...................... ...?,:!... 18 7 *** ...Q,.?... .!.~.I.?...................... ..J,.?... 17 0 * ...1&............................................. ......./........................... .......1...........................
MARCHES TOT ~.!./.?........................,}.&. .~.?./.~...................... ..J.,.t ~.:!.,.y....................... ...1&.. ~.?.,.~...................... .J.,.t.. .~..!.I.9....................... ..},.?... }..?1..?....................... ...~i? .............................................
RED1 2, 4 0,3 2,5 0,4 1,8 0,6 2,6 0,6 1,6 0,5 2,0 0,4
RED2 6,2 0,8 6,2 0,9 6,6 1,2 5,1 0,7 6 ,3 0,9 6,8 1,0
RED3 7,0 1,0 7,5 0,9 7,1 0,9 7,2 0,7 5 ,8 0,9 5 , 2 0,6
TOTRED .t?./.~...................... ..J.,:!.. .t~.,.~........................J.I.t J.:?,.:?....................... ..J.,.~... .!.:!.I.~...................... ..J,.?... J.~.I.~...................... ..J ,.?... J.1.1.9....................... ..J /.?..............................................
Rp1 9, 1 0,7 10,2 0,6 8,7 1,0 8,8 0,7 7,6 0,6 8.2 . 0,4
Rp2 5 , 6 0,7 6,8 0,5 6,9 0,6 6,9 0,9 7,0 0,8 6,6 0,5
Rp3 7,8 0,6 6,7 0,7 7,4 0,9 7,4 0,6 6 ,3 0,5 5 , 1 0,8
J.2:Œp............................ ~.;?./.1........................J.I!... ~.~./.?.........................J,.?.. .?.~.,.Q...................... ..J.,.?... ~.~.I..! ...................... ..J&.. .?9..I.?....................... ..J /.L J.2.1..?...................... ...1/.1:..
R+Rpl Il,5 0,7 12,7 0,8 10,5 1,2 Il,3 0,8 9,2 0,9 10,2 0,5
R+Rp2 Il ,8 1,0 13,1 0,7 13,5 1,3 12 ,0 1,0 13,3 1,4 13 ,5 1,2
R+Rp3 14,8 1,2 14,2 1,3 14,5 a 1,2 14,6 a 1,1 12,1 0,9 10,2 -- 0,8
TOTRR ~.~./.Q...................... ....?,~.. ~.?/.?..........................J.&. ~.~.I.:?...................... .J.,.Q... ~.?.,.~...................... .J.,.?... .~.1.1..$....................... ...~/.~... }..~.1.2...................... ...~/.~...............................................
DEFI 0,8 0,4 0,5 0,2 0,4 0,4 0 ,3 0,1 0,7 0,3 0,7 0,3
DEF2 0,5 0,3 0,8 0,4 0,8 0,4 0 ,4 0,3 1,2 0,4 0,7 0,4
DEF3 1,0 0,4 1,2 0,6 0,7 0,4 0,5 0,3 0,8 0,4 0,9 0,3
TOTDEF ;?.I.~....................;..... ....Q.,~ .. .~. I..?..............................Q.&. J.1..?.......................... ...Q.&.. .t 1..?.......................... ...Q&.. .?1..?........................... ...Q/.~... .?.A.~......................... ...Q/.?..............................................
TOlU 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,0. 0 ,0 0,0
TOIL2 1,0 0,4 0,8 0,2 0;3 0,2 0,3 0,1 0,4 0,3 0,2 0,2
TOlU 0,5 0,2 0,8 0,2 0,4 0,2 0,3 0,2 0,6 0,2 0,8 0,2
TOTTOIL .l.,.~..............................Q.,~.. .!.I..~.......................... ....Q.,.?.. 06 "** ...Q,.?... 08 * ...Q,}.. .!.1..Q......................... ...Q/}.. .!.A.Q......................... ...Qè ............................................. ...A.............................. . .. 1........... . . ..................

LAT Ml 20,1 5,1 31,3 5,0 19,4 5,3 19 ,8 4,7 34,5 8,4 14,5 3,2
LAT MS 89 .2 16.5 136 1 11 5 89.5 19.0 68.2 131 106.9 174 76 8 17,2

Tableau 63: Expérience n011D: Effets du SLC14 (5-20 mg/kg, Lv. 120 mn avant le test) et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05,00: p < .01 par rapport au lot témoin; *: p < .0 5, **: p < .01, ***: p < .00 1 par
rapport au lot contrôle; a: p < .05 par rapport au DZP (test de Mann-Whitney). N = 11 à 13 par lot.



ASCl: H =7.38 ; N.S.

ASC2: H =7.14 ; N.S.

ASC3 : H =3.97 ; N.S.

- TOTASC: H =7.57; N.S.

- DESCl: H =4.90 ; N.S.

- DESC2 : H =8.41 ; N.S.

- DESC3: H = 10.73 ; N.S.

- TOTDESC: H = 12.24 ; P = .0316

- MARCHES TOT: H = 10.05 ; N.S.

- REDl: H =5.91 ; N.S.

- RED2: H = 1.88 ; N.S.

- RED3: H =6.85 ; N.S.

- TOTREO: H =3.70 ; N.S.

Rpl H =8.12; N.S.

Rp2 H =2.77 ; N.S.

Rp3 H =8.74 ; N.S.

- TOTRp: H =5.49 ; N.S.

R+Rpl

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2 :

- DEF3:

- TOTDEF:

- . TOILI : ..

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTT01L :

- LAT Ml :

LAT M5:

H = 10.03 ; N.S.

H = 1.94 ; N.S.

H = 14.54 ; P =.0125

H =5.99 ; N.S.

H =3.11 ; N.S.

H =3.43 ; N.S.

H = 1.92 ; N.S.

H =3.33 ; N.S.

H =7.34 ; N.S.

H =9.10 ; N.S.

H =5.29 ; N.S.

H = 11.22; P = .047 1

H =8.36 ; N.S.

H = 11.00 ; N.S.

177

Dan s l'ensemble, très peu de paramètres sont affectés signifi cativement

par le s différents traitements. Les lots témoin et contrôle ne présentent aucune

différence statistiquement signifi cative (Tableau 63). Ainsi, comme dans l'expérience

précédente, le véhicule d'injection n'affecte pas le comportement des animaux dans

Is conditions de l'expérience.

Le DZP et le SLC14 augmentent le nombre total de marches montées par

rapport au lot contrôle, mais cette augmentation n'est pas significative du point de

vue statistique (Figure 91). Le nombre total de marches descendues est également

augmenté par les 2 substances. par rapport aux contrôles. Mais dans ce cas,

l'augmentation est significative pour les lots traités avec 10 mg de SLC 14 par kg ou

avec le DZP (Tableau 63). Le SLC14 et le DZP n'affectent pas significativement le

nombre de redressements effectués avec les palles antérieures en l'air, mais ceux-ci

ont tendance à diminuer avec les 2 substances (Figure 91) . Le s redressements

effectués avec les palles antérieures appuyées contre une surface du dispositif

tendent également à diminuer avec le SLC14 et le DZP, sans atteindre . là encore, un

niveau significativement différent des contrôles (Figure 91). Le cumul de s 2 types de

redressements montre des variations statistiquement significatives uniquement

pendant la troisième mn du test (Tableau 63). Le DZP diminue significativement ce

paramètre alors que le SLC14 le diminue . à la plus forte dose d'une manière non

significative. Le nombre total de redressements des 2 types tend à diminuer d'une

manière non significative avec le DZP et le SLC14, celle diminution étant dose-
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Figure 91: Expérience n' Tl D: Effets du SLC1 4 (5-20 mg/kg, Lv. 120 mn avant le te st)
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur le nombr e total de mar ches montées et de
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).



dépendante avec le SLCI4. Le nombre total de toilettages est diminué avec les 2 plus

faibles doses de SLC14 et retourne à un niveau comparab le aux contrôles avec 20 mg

de SLC14 par kg . Le DZP n'affecte pas les toilettages. Les défécations et les latences de

montée de première et dernière marche ne sont pas influencés par les différents

traitements d'une manière significative. Les latences de montée des marches ont

toutefois tendance à diminuer avec le SLC14 et le DZP, par rapport au lot contrôle.

Donc , le SLC 14 et le DZP ne présentent pas d'effet de type anxiolytique

significatif aux doses testées lorsque l'injection Lv . est réalisée 2 h avant le test.

Cependant, comme c'était le cas 1 h après l'administration, le DZP ne diminue pas le

nombre de marches montées et- tend - toujou rs -à diminuer le no mbre total de

redressements effectués, mais sans attei ndre cette fois -ci, le seuil de significativité.

Le SLC1 4 tend à augmenter le nombre de ma rches montées e t à dimin uer le nombre

tota l de redressements et montre donc un profil comparab le à ce lui ob servé 1 h ap rès

le traitement dans l'expé rience n05D. Cependant, 1 h après le traitement, le SLC14

avait tendance à diminuer le nombre tota l de redressements et d iminuait

significativement le s redressements avec les pattes antérieures en l'air aux doses 5 et

10 mg/kg. Après 2 h par contre, on ob serve une diminution do se-dépendante du

nombre total de redres sements et du nombre de redressements avec les pattes

antérieures en l'air, n'atteignant pas le seuil de significativ ité. même avec 20 mg/kg.

Le fait d 'allonger la durée entre le traitement et le test n'a donc pas permis de faire

apparaître une augmentation de l'ac tiv ité du SLC14 mais a augmenté la dose

nécessaire pour faire apparaît re une diminution des redressements. Après h, le

SLC14 semble donc montrer des effets de type anxiolytique puisqu'il diminue les

red ressements avec les pattes anté rieures en l'air, mais ces effets sont légèrement

diffé rents de ceux du DZP. qui dimin ue les 2 types de red ressements. Le SLC14 ne

montre pas une activité significative après 2 h dans le test de l' e sc ali e r ,

contrairement aux observations de Anderson et al. (l987a) qui, dans une procédure

de conflit choc électrique-boisson, avaient mont ré une activité anxio lytique du SLC14

maximale ap rès 2h et s'étalant sur 8 h.

L. Expérience n012D ; Effets du SLC)5 (5-2 0 m~/k~. Ly,) et du DZ P

(0.8 m~/k~. Ly , 120 mn ayant le test) en so lutio n da ns le
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Tra nscutol 30% Tween80 10% (2 semaines

d'ha bituation)

1. Matériel et méthodes

Animaux : 7 1 ra ts mâles Wistar de 150-200 g (IFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.



TRAITEMENT TEMOIN CONTROLE SLC15 SLC15 SLC15 DZP
5 ma/ka 10 ma/ka 20 ma/ka 0 .8 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES
ASC1 4, 2 0,7 4,4 0,8 4,5 0,7 6,3 0,7 5 ,1 0,8 4,6 0,7
ASC2 5 ,8 0,9 5 ,8 0,7 7,5 1,1 9,5 oo**a 0,7 6,3 c 0,6 6,1 1,0
ASC3 9,2 1,1 7,3 0,7 8,9 0,7 7,8 0,9 7,4 1,2 7,4 1,0
TOTASC .~.~.r.!..........................~.I~.. .J.?.r.~........................JI?.. .~.Q. ,.~...................... ..JI?... 23 6 .).&.. J..~.,.~t.................... ...~,.L J..~.I..!...................... ..J,.?.............................................. ........,..........................
DESC1 2 ,3 0,6 2 ,3 0,5 2,5 0,6 4,3 0,7 3,3 0,6 2,5 0,6
DESC2 6,4 0,9 6,5 1,0 7,7 0,8 8 ,7 1,2 6',6 0,7 6,1 0,7
DESC3 8,7 1,3 6,9 0,8 7,5 1,0 8,4 1,1 6,8 1,1 7,8 i.o
TOTDESC J.?.r.~...................... ....UL J.?r.?...........................~.&. J.?.r.~...................... ..J&.. .~.J.r.~...................... ...~.& .. .!.~.,..~...................... ...1.&.. .!..~.I.~...................... ...lA?.............................................
MARCHES TOT ~.~.r.~..........................~.&. ~.~.,J..........................JI?.. ~.~.,.?...................... .A.&.. ~.?.r.Q...................... .J.,.?... ~..~.,.~...................... .J.,.?... .~.1.I.1...................... ..},}.............................................
RED1 1,9 0,5 1,8 0,5 3,5 0,8 1,9 0,6 1,6 0,5 1,3 0,4
RED2 4 ,7 0,7 5,3 0,6 5,6 1,3 6,0 1,0 5 ,7 0,8 5,1 0,9
RED3 8, 2 0,8 6,9 0,9 7,4 1,6 6 ,0 0,8 6,7 1,2 6,1 0,6
TOTRED .~.~.r.~...................... ..J.I:!.. .!.:!.I.Q........................J.I.~.....!.~.,.?...................... ...~.& .. .!.~.,.~...................... ...1.&.. .!.~.,.~...................... ..J/.~... .!..~.I.1...................... ..J,.i.............................................
Rp1 9,7 0,6 9,8 0,8 12,0 0,8 Il,5 0,7 10,0 0,7 9,6 . 1,1
Rp2 7,3 0,9 7,7 0,6 7,7 0,7 8 ,3 0,6 8,7 0,8 7,2 0,7
Rp3 7,3 :0,6 7 ,0 0,8 8,4 0,7 8 ,7 0,6 8,0 1,1 6,8 0,4
12~p............................ ~.~.r.~...................... ..JI.!.. ~.:!.,.:!........................J I.!.. 281 O*a ..JI.!... ~.~.r:!..........::~ ....... ...1.,.~... .~.~.,.?...................... .. .~,.L .?~.I..?....................... ..J,.~..........r...........................
R+Rpl Il,6 0,7 Il,6 0,9 15,5 O~a 0,9 13,4 1,0 11,6 b 0,9 10,8 1,3
R+Rp2 Il ,9 1,1 12,9 0,7 13,4 1,3 14,3 1,2 14,3 1,5 12 ,3 1,3
R+Rp3 15,5 1,1 13,9 1,3 15,7 1,9 14,7 1,2 14,7 1,5 12,8 0,6
TOTRR 39 0 . ..J.I?.. ~.~.,.:!...................... ..J.t.?.. :1.:!.,.~...................... .A.I.?... :1.~.,.~...................... ...~.,.?... 1.Q.,.~...................... ..}I.L .~..?.I.~...................... ...~,.?.............................................. ........r..........................
DEFI 0 ,6 0,2 0,4 0,2 0,6 0,3 0,8 0,3 0,2 0,1 0,8 0,3
DEF2 0,7 0,3 1,1 0,4 l,a 0,5 0,9 0,5 0 ,3 0,2 1,4 0,6
DEF3 0 ,5 0,3 0,5 0,3 0,8 0,5 1,3 0,5 1,0 0,4 0,8 0,4
TOTDEF J.,.~.......................... ....9.I?.. ~.,.Q..............................9.I?.. ~.I..?.......................... ...9.I?... ~.I.J.......................... ...QI.?... J.I..?........................... ...Q/.?... .~.A.Q......................... ...1.,.Q..............................................
TOlU 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 ,3 0,2 0,2 0,2
TOIL2 0,7 0,2 0,3 0,2 1,1 0,3 0,3 0,1 0,8 0,2 0, 5 0,2
TOIL3 0,6 0,2 0,5 0,2 0,4 0,2 0 ,4 0,2 0,5 0,2 0,4 0,2
TOTfOIL .~.,.:1.......................... ....Q.z}. Q.,..~.......................... ....9.I.~ .. .!.,..?.......................... ...Q.IL Q.I..?.......................... ...QI.~... J.I..?.......................... ...Q,}.. .!.A.l.......................... ...Q,}.............................................
LAT Ml 27,2 8,2 20,9 3,6 20,4 2,6 18,3 3,0 16,3 2,3 21,1 7,6
LAT MS 98 .3 17 ° 97,1 15,2 87.1 15,5 77.1 14,0 102.8 17,6 69.9 13,4

Tableau 64: Expérience n012D: Effets du SLC15 (5-20 mg/kg, Lv. 120 mn avant le test) et du DZP (0 .8 mg/kg) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, dans le test de l'escalier , chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2
semaines avant l'expérience. 0: p < .05, 00: p < .0 1 par rapport au lot témoin; *: p < .05, **: p < .01 par rapport au lot
contrôle; a: p < .0 5 par rapport au DZP; b: p < .0 1 par rapport à 5 mg/kg; c: p < .0 1 par rapport à 10 mg/kg (test de
Mann-Whitney) . N = Il à 12 par lot .
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Traitements : Ils sont réalisés par voie i.v., 120 mn avant le test

* Lot témoin : NaCl 9%0 (N =12) ;

* Lot contrôle Mélange Transcutol 30%, Tween80 10% (N = 12)

* Lots traités avec le SLC15 5 mg/kg (N = 11) ;

10 mg/kg (N = 12) ;

20 mg/kg (N = 12), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.

* Lot traité avec le DZP : 0.8 mg/kg (N = 12), en solution dans le mélange

Transcutol 30%. Tween80 10%.

2 . Résultats

Aucune toxicité n'a été détectée aux doses testées. Les résultats recueillis

sont reportés dans le Tableau 64 et l'analyse par le test de Kruskal-Wallis donne les

valeurs suivantes (DOL = 5, N = 73) :

ASC1 : H =4.08 ; N.S.

ASC2: H = 14.48 ; P =.0129

ASC3 : H =4.97 ; N.S.

- TOTASC: H =6.27 ; N.S.

- DESC1: H =7.22 ; N.S.

- DESC2 : H =3.79 ; N.S.

- DESC3: H =2.60 ; N.S.

- TOfDESC: H =4.79 ; N.S.

- MARCHES TOT: H =5.36 ; N.S.

- RED1: H =6.22 ; N.S.

- RED2: H = 1.47 ; N.S.

- RED3: H =4.28 ; N.S.

- TOTREO: H = 1.75 ; N.S.

Rp1 H =8.71 ; N.S.

Rp2 H =2.84 ; N.S.

Rp3 H =6.69 ; N.S.

- TOTRp: H =11.43 ; P =.0434

R+Rpl

R+Rp2

R+Rp3

- TOTRR:

- DEFI:

- DEF2:

- DEF3 :

- TOTDEF:

- TOILl :

- TOIL2:

- TOIL3:

- TOTTOIL :

- LAT Ml :

LAT M5:

H = 12.79 ; P = .0254

H =3.17 ; N.S.

H =3.36 ; N.S.

H =4.35 ; N.S.

H =4.39 ; N.S.

H =2.81 ; N.S.

H = 1.58 ; N.S.

H =3.42 ; N.S.

H =5.89 ; N.S.

H =9.55 ; N.S.

H = 1.05 ; N.S.

H =8.22 ; N.S.

H =2.18 ; N.S.

H =3.18 ; N.S.

Comme pour les autres expériences réalisées 2 h après l'administration,

très peu de différences significatives apparaissent. Les seuls paramètres présentant

une hétérogénéité significative sont le nombre de marches montées pendant la

deuxième mn du test. le nombre total de redressements effectués avec les pattes ­

antérieures appuyées contre une surface du dispositif et le nombre total de

redressements des 2 types effectués pendant la première mn du test.
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Figure 92: Expérience n01 2D: "Effets du SLC1s (5-20 mg/kg, Lv. 120 mn avant le test )
et du DZP (0.8 mg/kg) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant· l'expérience, sur le nombre to tal de marches montées et d e
redressements effectués (haut) et sur les 2 types de redressements (bas).
0: p < .05 par rapport au lot témoin; *: p < .05 par rapport au lot contrôle
(test de Mann-Whitney).



Le véhicule d 'inj ec ti on n 'affecte s ig nif ica t ivement auc un des p ar am ètres

(Tableau 64).

Le DZP ne modi fi e s ig nificat ive me nt auc un des paramèt re s . Il ten d

cependa nt à dim inu er le nombre total de redressem ents effec tués pa r rapport au x

co nt rô les (T able au 64) .

Le SLC15 aug me nte s ignifica ti ve me nt le nombre de m arch es m ontées

pendant la deu xi èm e mn du test. par rapp ort au lots contrôle et témoin. à la do se de 10

mg/k g (Tableau 64 ) . Cet effe t n' est pa s dose-dépendant dans la gamme de dose s test ée.

Le SLC15 provoque un e aug mentat ion du nombre total de marches montée s aux 3

doses test ées . mai s e lle n' atteint pa s le se uil de sign ificati v ité (Fi gure 92) . L'activité

locom otri ce gl ob al e (ma rc hes montée s et descendues) es t co mpa ra ble au lot co nt rô le

avec 5 et 20 mg de SL C 15 par kg. alors qu' ell e tend à augmente r avec 10 mg/k g. Les

red ressem ents avec les pattes an té rieures en l'air ne sont pas affec tés par le SLC1 5.

Par co n tre. le s red ressem ents effec tués avec les pa tt es an té rie ures ap puyées co n tre

un e surface du disposi tif aug me ntent d 'un e man ière s ignificative avec 5 e t la mg de

SLC l5 pa r kg (Figu re 92) . En augme ntant la dose de SLC15. on obse rve une diminuti on

de ce pa ramè tre qu i ret ourne à une vale ur co mpa ra ble à cell e des co nt rô les avec 20

mg/kg. Le cumul des 2 types de redressem ents montre la mêm e év o lu tio n (Figu re 92).

mai s la se ule di ffé re nce sta tis t iq ue me nt signi fica t ive par rapport aux co n trô les se

situe pendant la première mn du test où la plu s fai b le do se produit un e aug menta t ion

(Tableau 64) . Les défécat ions ont tendance à au gmenter avec la mg de SLCl5 par kg.

mai s d'un e manière non s ignific at ive . Les toil ettages e t les laten ces de montée des

march es 1 et 5 ne sont pas modifiés par les di fférents traitements.

Dans ce lte ex périence . co mme dans les 2 précédentes . le DZP n' affecte pa s

d' une mani è re s ig nificat ive Je nombre tot al de mar ch es montées e t de redressem ents

effec tués . Un pro fil de typ e anxio ly tique s ta tis t iq ue me nt s ig n ifica tif, co mme ce lu i

obse rvé à la dose de 0.8 mg/kg 1 h après le traitem ent. n' a donc j am ai s é té ob servé

ap rès 2 h. Le pr o fil co mpo rte me nta l du DZP es t touj ours le mêm e 1 et 2 h après

J'ad m i n is t ra t io n. c'es t -à -d i re diminut ion d u ' nombre ' d e redre s sem ents n e

s'acco mpagnant p as d 'une d imin ut ion du nombre de ma rc hes mon té es . mai s ces

varia tions n'attei gn ent pl us le niv eau de sig ni fica tivité s tat is tiq ue après 2 h.

Comparon s ce s résult at s av ec ce ux o bte nus lorsque l'admini stration de

SLCl5 étai t ré ali sée 1 h ava nt le test (e xpé rie nc e n06D) : Après 1 h , le SLC15

au gm entait l'activité locomotri ce et diminu ait le s redressements effectués avec le s

pattes antérieures appuyé es contre une surface du dispositif à la do se de 5 mg/kg. De

plu s. il augmentait les défécations à la dos e de 20 mg/kg. 2 h après le tr aitement. il a
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toujours tendance à augmenter l'activité locomotrice mais cet effet est plus marqué

avec 10 mg/kg au lieu de 5. Par contre. il augmente les redressements effectués avec

les pattes antérieures appuyées contre une surface du dispos itif avec 5 et 10 mg/kg et

ne modifie plus significativement le nombre de défécations . L'activité globale du

SLCl5 a donc beaucoup évolué entre 1 et 2 h jusqu'à s'inverser en ce qui concerne les

redressements . Cependant. il n'est pas possib le d'observer un effet de type

anxiolytique significatif avec le SLCI5. que ce soit 1 ou 2 h après son administration .

L'absence d'activité significative. re levée 1 h après l'administration. n'était donc pas

imputable à un temps d'action trop court. Ainsi. on peut penser que soit le SLC 15 est

él iminé avant d'atteindre le système nerve ux central. soit i l entre dans le système

nerveux ce ntra l mais ne libère pas le nipécotate, soit le nipécotate est libé ré mais

so us une fo rme inactive ou en quantité inadéqua te, soit l'augmentation d u taux de

GABA central n'induit pas les mêmes effets que les BZD dans le test de l'escalier.

M . Disc ussion

L'augmentation de la durée de la période d'habituation des animaux aux

conditions du laboratoire a permis , comme nous l'espèrions. d'obtenir des résultats

plus homogènes en ce qui concerne les lots traités avec 0.8 mg de DZP par kg. En

effet. le DZP a montré un profil comportemental de type "anxiolyse" 5 fois sur 6.

lorsque le traitement était réalisé par voie i.v., 1 h avant le passage dans le test de

l'esca lier. Donc. les conditions expérimenta les journa lières permettaient de mettre

en évidence une activité de type anxio lytique . Par contre, lorsque le traitement était

réa lisé 2 h avant le test . le DZP ne présenta it plus d'activi té anxio lytique

significative. même en doublant la dose . Or, la demi -v ie du DZP es t bea uco up plus

élevée (46 h environ). Donc. le mode d' injection uti lisé ici ne convenait pas pour

obtenir un effet anxiolytique durab le avec le DZP. L'administration Lv. favo rise une

diffusion rapide des substances mais semble également favoriser une élimination

rapide .

En ce qui concerne les SLC. le SLCl4 n'a montré aucune toxicité aux doses

testées . Sur le plan comportemental, il a provoqué une augmentation non

significative de l'activité locomotrice à la dose de 20 mg/kg et. aux doses 5 et 10

mg/kg. une diminution significative des redressements. mais uniquement de ceux

effectués avec les pattes antérieures en l'air. Il montre donc une activité proche de

celle du DZP avec 5 et 10 mg/kg . Son profi l d'activité est cependant légèrement

différent de celui du DZP. qui dimin ue les 2 types de redressements. On ne peut donc

pas affirmer que le SLC I4, 1 h après son admin istration. possède une act iv ité de type

anxiolytique aux doses testées. Le SLC 14 est le seul, parmi les SLC testés, à avoir fait

l'objet d'é tudes comportementales dans la li ttér ature : Anderson et al. (l987a) ont
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montré une activité anxiolytique avec le SLC14 (4-25 mg/kg i.v.), dans une procédure

de conflit choc électrique-boisson . Cette activité était maximale 2 h après le

traitement et se prolongeait pendant 8 h. Les auteurs ont vérifié l'absence d'effets

analgésiques du SLC 14 mais pas l'absence d'effets sur la soif. On peut donc penser que

la différence de résultats dans les 2 procédures (conflit choc électrique-boisson et

test de l'escalier) pourrait être liée à un effet du SLC14 sur la soif.

Le SLC13 a montré une toxicité importante aux doses testées. Afin

d'augmenter les effectifs dans le calcul de la DLSO. les données toxicologiques des

expériences n? 1D. 4D et lOD ont été regroupées et la valeur ainsi obtenue est : DLS 0 =
15.3 ± 0.1 mg/kg . Cette valeur est intermédiaire entre les 2 premières obtenues mais

reste assez proche des doses efficaces au niveau comportemental. En effet. nous

avons obtenu un résultat positif avec le SLC13, qui présente une activité de type

anxiolytique aux doses 2.5, 5, 10 et 20 mg/kg. La dose de 20 mg/kg étant

particulièrement toxique, il est par conséquent difficile de parler d'activité de type

anxiolytique à cette dose. Les 3 doses inférieures, par contre. ont montré un profil

d'activité proche de celui du DZP et une faible toxicité. Les effets du SLC13 sur les

redressements sont pourtant différents de ceux du DZP : le DZP diminue les 2 types de

redressements. alors que le SLC 13 diminue les redressements avec les pattes

antérieures en l'air avec une intensité comparable à celle du DZP, mais ne diminue

pas les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une paroi du

dispositif. Les effets du SLC13 sur le cumul des 2 types de redressements sont donc

moins prononcés que ceux du DZP à la dose de 0.8 mg/kg. De plus, les dosages

nécessaires pour obtenir une activité avec le SLC13 sont beaucoup plus élevés que

pour le DZP. Bien qu'il diminue significativement le nombre total de redressements

effectués sans diminuer l'activité locomotrice. le SLC13 montre donc une activité

légèrement différente de celle du DZP.

La molécule de SLC 19 ne diffère de celle de SLC 13 que par la présence d'un

noyau benzyle fixé sur la molécule de GABA . Le SLC19 montre, comme le SLC13 une

toxicité aux doses testées. cependant moins élevée que celle du SLC13 : DLSO = 15.3 ± 0.1

mg/kg pour le SLC13 et DLSO = 44.1 ± 5.6 mg/kg pour le SLCI9 . Sur le plan

comportemental, le SLC 19, à la dose de 20 mg/kg, montre un profil de type

anxiolytique comparable à celui du DZP à la dose de 0.8 mg/kg. Il faut donc multiplier

par 25 le dosage efficace du DZP pour obtenir un effet avec le SLCI9. De plus, les

effets du SLC19 sont moins marqués que ceux du DZP, comme dans le cas du SLCI3. Les

2 SLC diminuent uniquement les redressements avec les pattes antérieures en l'air,

alors que le DZP diminue toujours les 2 types de redressements. L'adjonction d'un

noyau benzyle sur la molécule de SLC13 permet donc d'obtenir une molécule moins

toxique. Mais cette diminution de toxicité s'accompagne également d 'une diminution
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de l'efficacité puisque la dose minimale efficace de SLC13 était de 2.5 mg/kg. alors

qu'elle s'élevait à 20 mg/kg pour le SLCI9 .

Le SLC 18 contient le même transporteur que le SLC 13 et le SLC 19 mais

transporte une molécule de nipécotate à la place du GABA. Contrairement à ces

derniers. il est dépourvu d'effet toxique aux doses testées. Comme ces derniers. il a

montré une diminution des redressements avec les pattes antérieu res en l'air (aux

doses 5 et 20 mg/kg) sans modification significative des redressements avec les pattes

antérieures appuyées contre une surface du dispositif. En ce qu i concerne le nombre

total de redressements des 2 types . le SLC13 produisait une diminution significative.

alors que la diminution produite par le SLC18 et le SLC19 n'était pas sign ificative.

Dans l'expérience avec le SLC18, l'activité locomotrice était diminuée d'une man ière

significative par le DZP. alors que ce n'était pas le cas du5 SLC 18. Le SLC 18 montre

donc une activité proche de celle du DZP dans le test de l'escalier. ma is est dépourvu

d'effets secondaires sédatifs, contrairement au DZP. Toutefois. ce dernier diminue les

2 types de redres sements . L'activité du SLC18 est donc moins marquée que celle du

DZP et nécessite des doses beaucoup plus élevées.

En ce qui con cerne les effets toxiques, les SLCI3. 18 et 19 sont très

différents le premier montre une DLSO proche des doses acti ves, le troisième montre

également des effets toxiques mais sa DLSO est beaucoup plus élevée que celle du

SLCl3 et plus éloignée des doses actives. alors que le SLC 18 est dépourvu de toxicité

aux doses testées. La liaison du transporteur à une molécule de nipécotate (S LC 18)

n'ayant pas montré d'effets toxiques . la toxicité des SLC l3 et 19 est donc liée . non pas

à la mo léc ule de transporteur seu le, mais au comp lexe transporteur-substance active

et lo rsque la substance active est le GABA, l'adjonction d'un noyau benzy l sur la

molécule de GABA ne faisant que réduire et non pas disparaître la toxicité aux doses

te stées .

Le SLC 17 contient une molécu le de transporteur diffé rente des SLC

précédents . Il est con stitué d'un transporteur de type quinoléine comp lexé à une

molécule de GABA . Il est dépourvu d'effets toxiques aux doses ' testées mais montre un

profil comportemental différent de ceux observés avec les SLC13 , 14, 18 et 19. Ces

derniers diminuent préférentiellement les redressements avec les pattes antérieures

en l'air. alors que le SLC 17 diminue uniquement les redressements avec les pattes

antérieures appuyées contre une surface du dispositif et ceci d'ne manière dose ­

dépendante. Comme le DZP, le SLCl7 ne modifie pas l'activité locomotrice . mais il ne

montre pas un profil comparable à celui du DZP aux doses testées en ce qui concerne

les redressements. L'activ ité du SLC17 ne peut donc pas être assimilée à une act ivité

de type anxiolytique aux doses testées.
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Pour savoir si l'inefficacité du SLC17 était liée uniquement à la nature du

transporteur. nou s avons testé le SLC15. contenant le même transporteur que le

SLC17 mais transportant une molécule de nipécotate à la place du GABA. Le SLC 15 ne

modifiait pas d 'une manière significative l'activité locomotrice aux do ses testées. A la

dose de 5 mg/kg, il diminuait les redressements mais cette diminution n'était

significative que pour les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre

une surface du dispositif. comme dans le cas du SLCI7. Son activité n'était pas

comparable à celle du DZP. Le fait que le SLC15 transporte du nip écotate, au lieu du

GABA n'a donc pas modifié J'activité comportementale. Le transporteur de type

quinoléine combiné à une substance GABAergique ne produit donc pas une activité

de type anxiolytique.

Certains SLC ont été testés 2 h après le traitement. Mais l'allongement de la

durée séparant l'administration n'a pas permis d'augmenter l'efficacité des SLC sur le

niveau d'anxiété . Au contraire. le SLC 13. dépourvu d'activité sédative h après le

traitement. produisait une diminution de l'activité locomotrice après 2h et ne

diminuait plus les redressements. Le SLCI4. quant à lui. augmentait l'activité

locomotrice sans modifier les redressements au bout de 2 h. alors qu'il diminuait les

redressements av ec les pattes antérieures en l'air sans modifier l'activité locomotrice

1 h après le traitement. Enfin. le SLC15 diminuait les redressements avec les pattes

antérieures appuyées contre une paroi du dispositif après 1 h et les augmentait après

2h et ne modifiait l'activité locomotrice ni 1 ni 2 h après le traitement. Cependant. le

DZP ne produisait plus non plus une activité anxiolytique significative 2 h après

l'injection . Il semble donc que d'une part. l'administration i.v. ne permette pas de

mettre en évidence un effet anxiolytique prolongé avec le DZP et que d'autre part.

l'activité des SLC sur le niveau d'anxiété ne soit pas augmentée avec l'augmentation

de la durée d'action.

De nombreuses études biochimiques et électrophysiologiques suggèrent

que les benzodiazépines exercent la plupart de leurs effets dans le système nerveux

par l'intermédiaire d'une interaction avec le récepteur GABAA (revue dans Enna &

M ôh le r , 1987). mais les études comportementales donnent des résultats

contradictoires en fonction de la procédure et de la substance GABAergique

employées . En appliquant le principe des SLC afin d'augmenter le taux central de

GA~A. nous n 'avons pas obtenu un profil comportemental identique à celui du DZP

dans le test de l'e scalier. Ces données contredisent donc l'hypothèse purement

GABAergique de l'effet anxiolytique des benzodiazépines proposée par plusieurs

auteurs (Corda & Biggio, 1986 ; Graeff et al.. 1986). L'action anxiolytique des BZD ne se

limite donc probablement pas au système GABAergique . Les SLC montrent dans
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l'ensemble, une activité assez proche de celle du DZP, mais alors que le DZP modifie

les 2 types de redressements, les SLC ne modifient qu'un des 2 types. Tous les SLC

n'affectent pas le même type de redressements : les SLC13, 14, 18 et 19 diminuent les

redressements avec les pattes antérieures en l'air. alors que les SLC15 et 17 diminuent

les redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une surface du

dispositif. Les substances GABAergiques, qu'il s'agisse de GABA ou de nipécotate,

lorsqu'elles sont combinées à des transporteurs de type mixte (SLC13, 18 et 19)

induisent donc des effets comportementaux comparables à ceux provoqués par le

GABA combiné à un transporteur de type dihydrotrigonelline (SLC14) mais différents

de ceux provoqués lorsqu'elles sont combinées à une quinoléine (SLC15 et 17). De

plus, avec le même transporteur, les effets du GABA (SLC13, 14, 17 et 19) sont

comparables à ceux du nipécotate (SLCI5 et 18).

II. TEST DE L'ENFOUISSEMENT DEFENSIF CONDITIONNE

Les différents SLC ont montré très peu d'activité dan s le te st de l'escalier.

D'ailleurs, le seul composé ayant montré un profil comparable à celui du DZP, le

SLC13. a montré de s effets toxiques à des doses assez proches des doses actives . Le s

résultats du test de l'e sc alier ne permettant pa s. à eux seuls. de définir clairement les

propriétés des SLC. un second modèle animal a été employé : le test d'enfouissement

défensif conditionné .

A. Expérience n013D ; Effets des SLC13. 14. 15. 17. 18 et 19 (JO ou 20

m2/k2. Ly. 60 mn ayant le test) en solution dans le mélan2e

Transcutol 30 % Tween80 10%

1. Matériel et méthodes

- Animaux: 57 rats mâles Wistar de 150-220 g (lFFA-CREDO) arrivés au laboratoire 2

semaines avant l'expérience.

Trai tements : Ils sont réalisés par voie -Lv., 60 mn avant le test :

* Lot contrôle : Mélange Transcutol 30 %, Tween80 10% (N = 6)

* Lot traité avec le SLC 13 10 mg/kg (N = 9) ;

* Lot traité avec le SLC14 10 mg/kg (N = 8) ;

* Lot traité avec le SLC15 20 mg/kg (N = 8) ;

* Lot traité avec le SLC 17 10 mg/kg (N = 8) ;

* Lot traité avec le SLC18 20 mg/kg (N = 8) ;

* Lot traité avec le SLC19 20 mg/kg (N = 10), en solution dans le mélange

Transcutol 30%, Tween80 10%.
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TRAITEMENT CONTROLE SLC13 SLC14 SLC1 5 SLC17 SLC18 SLC19

10 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg

PARAMETRE MOYENNE E S MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES MOYENNE ES

TPSA DROITE 464,8 4,6 408,1 24,1 45 5,3 9,4 421,9 ** 13,2 413,5 35,7 406,0 25,7 432,7 23,0

%TPS A DROITE 96,8 0,9 85,0 5,0 94,8 1,9 87,9 ** 2,7 86,1 7,4 84,6 5,3 90,1 4,8

NB APPROCHES 17 ,0 5,0 19 ,6 3,7 14,5 3,3 27,9 2,3 17,5 2,9 17,1 4,0 12,7 2,7

NB RJITES 10,7 3,7 7,8 2,4 6,9 1,6 Il,0 2,2 9,4 2,6 4,6 1,8 6 ,4 1,6

FUITES/ APPR% 51,4 13,0 40, 7 7,3 51 ,0 5,6 3 7,3 5,8 49,5 9,1 21 ,3 6,8 5 6 ,9 9 ,0

REDRESSEMENTS 31,7 7,6 29,4 5,5 16,1 3,5 29,0 3,0 25,3 5,4 . 30 ,0 5,9 21 ,3 . 3,2

NB TRANSITIONS 6,3 1,3 12,1 3,1 7 ,1 2,6 12,5 2,5 13 ,4 3,5 12,4 4,4 9,6 4,0

TPS TOIlEITAGE 39 ,0 11,7 42,3 14,7 49,8 18,3 5 5,6 21,5 56 ,3 22, 7 61,6 22,5 82 ,0 18,5

TPSCONTACT 5, 7 1,7 30,6 11,8 10 ,4 7,1 26,1 ** 7,0 2 7,9 18,7 31 ,8 11,3 22,8 10,8

TPS CONTACI% 1,2 0,4 6,4 2,5 2,2 1,5 5,4 *'Il 1,5 5,8 3,9 6 ,6 2,4 4,8 2,2

TPS ENFOUISST 48,7 29,2 54,6 24,8 128,6 31,4 121,9 29,2 110,4 42,S 69,6 31,3 67,5 34,8
%TPS ENFOUISST 10.1 6,1 Il,4 5,2 26 ,8 65 2 5 ,4 61 23,0 89 14,5 6,5 14 1 72

Tableau 65: Expérience n013D: Effets des SLC13, 14, 15, 17,18 et 19 (la ou 20 mg/kg, Lv. 60 mn avant le test) en solution dans le
mélange Transcutol 30%, Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines avant l'expérience,
dans le test d'enfouissement défensif. **: p < .0 1 par rapport au lot contrôle. N = 6 à la par lot.



2. Résultats

Etant donné que la disponibilité en SLC était réduite. une seule dose de

chaque SLC a été réalisée dans ce test. Chacun des lots traités avec un SLC a été

comparé au lot contrôle avec le test de Mann-Whitney dont les résultats significatifs

sont reportés. ainsi que les résultats des différents paramètres. dans le Tableau 65.

Dans ce test. les animaux sont préalablement habitués au dispositif

expérimental. La seule partie du dispositif à laquelle les rats n'ont pas encore été

confrontés est l'électrode. ·· Cette particularité permet- d'observer rapidement une

exploration de l'électrode le jour du test et d'administrer un choc électrique au rat

par son intermédiaire pendant la première mn du test. L'activité anxiolytique d'une

substance est caractérisée. dans ce dispositif. par une diminution de l'enfouissement

de l'électrode. une diminution des fuites et une augmentation des approches par

rapport à l'électrode et par conséquent. une diminution du nombre d'approches étant

suivies d'une fuite. Une augmentation du temps de contact avec l'électrode ou du

temps passé dans la moitié de la cage contenant l'électrode est également prédictive

d'une diminution du niveau d'anxiété. Par contre. une variation du nombre de

transitions effectuées d'une moitié de la cage à l'autre peut être liée à un effet

secondaire sur l'activité locomotrice.

Très peu de différences statistiquement significatives ont été relevées

(Tableau 65). Il apparaît que l'ensemble des paramètres pris en compte présentent

une variabilité inter-individuelle très importante qui serait à l'origine du faible

nombre de résultats significatifs . Cependant. les rats traités avec les SLC passent plus

de temps dans la moitié de la cage contenant l'électrode que le lot contrôle (Figure

93) . Cette différence atteint une valeur significative pour le lot traité avec 20 mg de

SLC15 par kg. Les rats traités avec les SLC13 et 15 effectuent plus d'approches vis-à­

vis de l'électrode que les rats contrôles alors que les rats traités avec les SLC14 et 19

effectuent moins d'approches et les rats traités avec les SLC 17 et 18 effectuent un

nombre d'approches comparable au lot contrôle. Toutefois. aucune de ces différences

n'atteint le seuil de significativité statistique. Les SLC 13. 14. 17. 18 et 19 ont tendance

à diminuer le nombre de fuites alors que le SLC15 ne modifie pas ce paramètre. Là

encore. les modifications ne sont pas significatives du point de vue statistique. En

rapportant le nombre de fuites au nombre d'approches. on observe une diminution

non significative de la proportion d'approches suivies d'une fuite avec les SLC13. 15

et 18. Cette proportion reste comparable au lot contrôle avec les SLC 14 et 17 et a

tendance à augmenter avec le SLC19. Les rats traités avec les SLC passent plus de

temps au contact de l'électrode que les rats du lot contrôle et cette augmentation est

statistiquement significative avec le SLC15 (Figure 93). Cependant. l'enfouissement
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Figure 93: Expérience n013D: Effets des SLC13, 14, 15, 17, 18 et 19 (l0 ou 20 mg/kg,
Lv. 60 mn avant le test) en solution dans le mélange Transcutol 30%,
Tween 80 10%, chez des rats Wistar arrivés au laboratoire 2 semaines
avant l'expérience, sur les pourcentages de temps passé à enfouir
l'électrode (haut), au contact de l'électrode (milieu) et dans la moitié de
la cage dépourvue d'électrode (bas).



n'est . pas modifié significativement par les SLC mais a tendance à augmenter dans les

lots traités avec les SLCI4. 15 et 17 par rapport au lot contrôle (Figure 93) . En raison

des grandes variabilités inter-individuelles. les différences ne sont pas significatives

pour ce paramètre .

Les redressements sont diminués par les SLC 14. 17 et 19. mais d'une

manière non significative. 11 est intéressant de noter que le SLC 13. qui était le seul à

diminuer significativement le nombre total de redressements dans l'enceinte

inconnue du test de l'escalier. ne modifie pas les redressements dans l'enceinte

connue du test d'enfouissement. Le nombre de transitions effectuées entre les 2

moitiés de la cage constitue un indice de l'activité locomotrice. Ce paramètre montre

des valeurs supérieures dans tous les lots traités avec les SLC par rapport au lot

contrôle. ces différences n'atteignant toutefois pas un niveau statistiquement

significatif. 11 semble donc que les SLC ne réduisent pas l'activité locomotrice. Les

rats traités avec les SLC ont tendance à se toiletter plus longtemps que les rats

contrôles.

Si l'on ne prend en compte que le temps passé dans la moitié de la cage

contenant l'électrode et le temps de contact avec J'électrode. les changements

provoqués par les différents SLC vont dans le sens d'une activité anxiolytique. De

plus. le nombre de fuites vis-à-vis de l'électrode n'est pas augmenté et l'activité

locomotrice n'est pas diminuée par les SLC. Les redressements ne sont pas affectés

non plus par les SLC. ce qui suggère que l'activité exploratoire n'est pas modifiée par

les SLC. On pourrait donc penser que l'ensemble des SLC provoquent une diminution

du niveau d 'anxiété et sont dépourvus d'effets secondaires moteurs. Cependant, les

SLC 14. 15 et 17 ont tendance à augmenter l'activité d 'enfouissement de l'électrode.

bien que cette augmentation ne soit pas significative. Les résultats de cette

expérience sont donc assez contradictoires. selon le paramètre pris en compte .

B. Discussion

En ce qui concerne les SLC13. 18 et 19. l'ensemble des changements

comportementaux provoqués va donc dans le sens d'une activité anxiolytique. Le

SLC 15 diminue significativement le temps passé à l'opposé de l'électrode et augmente

significativement le temps passé au contact de l'électrode . Mise à part une

augmentation non significative de l'activité d'enfouissement. il produit donc

également une activité de type anxiolytique. Les modifications provoquées par les

SLC14 et 17 sont moins marquées mais. comme dans le cas du SLC15. en dehors de

187



l'augmentation non significative du comportement d'enfouissement, elles vont plutôt

dans le sens d'une diminution du niveau d'anxiété.

Afin de pallier aux fortes variations inter-individuelles, ce test devrait être

réalisé avec un effectif par lot beaucoup plus élevé. Ne disposant pas d'une quantité

suffisante de SLC, nous avons été dans l'impossibilité de reproduire cette expérience

avec un plus grand nombre d'individus et une gamme de dosages plus large.

Toutefois, il apparaît qu'en dehors du comportement d'enfouissement qui présente

une variabilité intre-individuelle très importante , les modifications induites par les

SLC vont dans le sens d'une diminution de l'anxiété vis-à-vis de l'électrode, ne

s'accompagnant ni d'une diminution de l'activité locomotrice, ni d'une diminution de

l'activité exploratoire. Malgré l'importance de la variation inter-individuelle, les

résultats obtenus dans le test d'enfouissement défensif conditionné sont donc assez

proches de ceux obtenus dans le test de l'escalier. En conséquence, toutes les

modifications comportementales observées avec les SLC vont dans le même sens que

celles produites par les BZD, mais l'importance des modifications est moindre et ils ne

produisent pas l'ensemble des effets montrés par les BZD.
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L'objectif des travaux était d'étudier l'activité in vivo des SLC. ce qui a été

réalisé par une analyse comportementale, et de préciser si cette activité était

corrélable d'une part aux paramètres physico-chimiques définis par Linget (1992) et

d'autre part, à la distribution des SLC dans l'organisme après l'administration i. v..

Nous avions envisagé, dans un premier temps, de réaliser une étude cinétique à l'aide

de molécules marquées radioactivement. Le transporteur et la substance active

devaient être marqués à l'aide d'éléments radioactifs différents, afin d'étudier le

devenir des 2 parties du SLC après la dissociation du transporteur et de la substance

active. Une méthode de marquage de différents SLC a été mise au point par le Dr. J.M.

Linget (dans Linget, 1992). Sa réalisation a été proposée au C.E.A. en collaboration

avec une entreprise privée. Après une assez longue attente, la synthèse de ces

produits radioactifs a malheureusement été jugée trop coûteuse et n'a pas pu être

réalisée . La mesure des cinétiques de distribution nécessitait, par conséquent, la mise

au point d'autres techniques. Une méthode de détection par HPLC de certains

composés a été mise au point par le Dr. D. Decolin au Centre du Médicament (Nancy 1).

Ne disposant pas, pour la plupart des SLC, à la fois de la molécule de transporteur

seule, de la forme hydrophile et de la forme lipophile du SLC correspondant, l'analyse

n'a été entreprise qu'avec quelques SLC. notamment le SLCI4.

Afin d'étudier le devenir des SLC dans le cerveau et le sang, des

échantillons de plasma et des homogénats de cerveau ont été préparés en

collaboration avec le Dr. A. Minn, à partir de rats ayant reçu une administration de

SLC, dans des conditions identiques à celles employées dans l'étude comportementale.

Ces échantillons ont ensuite été analysés par le Dr. D. Decolin.

1. MISE AU POINT DES METHODES DE DETECTION PAR HPLC

A. Méthode de détection des SLC sous forme lipophile

1. Conditions d'analyse

Les conditions d'analyse sont les suivantes

- Colonne: Lichrosorb RP 18 5 um, 250 mm x 4 mm (MERCK)

- Phase mobile : CH3CN/H20, 40 :60 (v/v)

- Débit : 1 ml/mn

- Détection U.V. à 335 nm

Dans ces conditions, les molécules étudiées sont détectées avec les temps de

rétention suivants :
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forme lipophile du SLC14

forme lipophile du SLC 17

15,16 mn

13.74 mn
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Figure 94: Vérification de la sélectivité de la détection des SLC1 4 et 17 sous forme
lipophile, dans des échantillons de plasma et d'homogénat de cerveau.
A: plasma contrôle; B: plasma surchargé en SLC1 4 et 17; C: cerveau
contrôle; D: cerveau surchargé en SLC14 et 17. Temps de rétention du
SLCI4: 10.96 mn et 10.98 mn; Temps de rétention du SLCI7: 9.86 mn et 9.90
mn.



2 . Protocole d'analyse des échantillons et optimisation

A 200 III de milieu biologique (plasma ou homogénat de cerveau) sont

ajoutés 200 III d'acétonitrile. La solution est agitée puis centrifugée 2 mn et 50 III de

surnageant sont injectés .

Dans ces conditions , l'injection d'un échantillon de plasma ou d'homogénat

de cerveau provenant d'un rat contrôle ayant reçu une administration de véhicule

seul, montre l'absence de pics endogènes aux temps de rétention correspondants aux

formes lipophiles des SLC14 et- 17 (Figure 94).

La limite de quantification a été déterminée dans les mêmes conditions

Forme lipophile du SLCI4 environ 700 ng injectés

Forme lipophile du SLC17 environ 70 ng injectés

Cette limite étant nettement inférieure à la quantité de SLC administrée à

l'animal (au moins 2 mg), les conditions d'analyse devraient permettre de détecter la

présence des SLC dans les échantillons .

Le taux de recouvrement a donné des valeurs proches de 100 %. L'extraction

est donc réalisée d'une manière satisfaisante, ce qui permet de valider le protocole .

B. Méthode de détection des SLC sous forme hydrophile

1. Conditions d'analyse

Etant donné que la forme hydrophile du SLC est sous forme chargée,

l'analyse a été réalisée à l'aide d'une colonne échangeuse de cations. Les premières

conditions d'analyse employées étaient les suivantes :

- Colonne: Sphérisorb SCX 5 um, 250 mm x 4.6 mm (SFCC)

- Phase mobile: CH3CN/KH2P04 5 10-2 M, 22 :78 (v/v), pH = 2.75

- Débit : 1 ml/mn

- Détection U.V. à 230 nm
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Dans ces conditions,

de rétention suivants

forme hydrophile du SLC14

forme hydrophile du SLC15

forme hydrophile du SLC18

les molécules étudiées étaient détectées avec les temps

18 mn

48 mn

28 mn
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Figure 95: Vérification de la sélectivité de la détection des SLC14 et 17 sous forme
hydrophile, dans des échantillons 'de plasma et d'homogénat de cerveau.
A: plasma contrôle; B: plasma surchargé en SLC14 et 17; C: cerveau
contrôle; D: cerveau surchargé en SLC14 et 17. Temps de rétention du
SLC14: 15.48 mn; Temps de rétention du SLC17: 22.15 mn et 22.16 mn.



Les temps de rétention obtenus étant très longs. les conditions

expérimentales ont donc été modifiées. afin de les réduire

- Colonne: Sphérisorb SCX 5 um, 250 mm x 4.6 mm (SFCC)

- Phase mobile: CH3CN/KH2P04 5 10-2 M. 22 :78 (v/v). pH = 2.75

- Débit : 1 ml/mn

- Détection U.V. à 230 nm

Dans ces conditions. 2 SLC ont été testés et montrent les temps de rétention

suivants

- forme hydrophile du -SLCI4--: ·15.32 mn

- forme hydrophile du SLC 17 : 21,87 mn

Les temps de rétention étant satisfaisants. ces conditions ont été

conservées pour l'analyse des échantillons.

2. Protocole d'analyse des échantillons et optimisation

A 200 u l de milieu biologique (plasma ou homogénat de cerveau) sont

ajoutés 200 J.l1 d'acétonitrile . La solution est agitée puis centrifugée 2 mn et 50 J.l1 de

surnageant sont injectés.

Dans ces conditions. l'injection d'un échantillon de plasma ou d'homogénat

de cerveau provenant d'un rat contrôle ayant reçu une administration de véhicule

seul. montre l'absence de pics endogènes aux temps de rétention correspondants aux

formes hydrophiles des SLC14 et 17 (Figure 95). Ces conditions expérimentales

permettent donc une détection sélective de ces SLC.

La limite de quantification a été calculée dans les mêmes conditions

Forme hydrophile du SLC14 environ 20 ng injectés

Forme hydrophile du SLC 17 environ 100 ng injectés

Le taux de recouvrement a été déterminé en comparant les données

obtenues après Injection d'une solution étalon des formes hydrophiles du SLC14 et du

SLC 17 et après . injection d'un échantillon témoin (plasma ou homogénat de cerveau)

surchargé avec la même quantité des formes hydrophiles des SLC 14 et 17 que l'étalon

(250 ng de chaque molécule). Les résultats obtenus sont proches de 100%. Ces données

montrent donc que l'extraction est réalisée d'une manière satisfaisante et permettent

de valider le protocole.
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Figure 96: Vérification de la sélectivité de la détection du transporteur contenu
dans le SLC14, dans des échantillons de plasma et d'homogénat de
cerveau. A: plasma contrôle; B: plasma surchargé en transporteur; C:
cerveau contrôle; D: cerveau surchargé en transporteur. Temps de
rétention du transporteur: 6.56 mn.



C. Méthode de détection des transporteurs seuls

Le seul transporteur dont la méthode d'analyse a pu être mi se au point est

le transporteur de type dihydrotrigonelline, contenu dans le SLCI4.

1. Condition s d'analyse

Les conditions d'analyse sont les suivantes

- Colonne : Lichrospher Diol Sum, 250 mm x 4 mm (MERCK)

- Phase mobile: CH3CN/H20, 80 :20 (v/v)

- Débit: 1 ml/mn

- Détection U. V. à 265 nm

Dans ces conditions, le tran sporteur du SLC14 est détecté avec un temps de

rétention de 6,56 mn (Figure 96).

2. Protocole d 'analyse des éch antillons et optimi sation

A 200 ~ 1 de milieu biologique (p las ma ou hornog éuat de cerveau ) son t

ajoutés 200 ~I d 'acétonitrile. La solution est agitée puis centrifugée 2 mn et 50 ~I de

su rn age an t sont inj ectés.

Dans ce s conditions, l'injection d'un échantillon de plasma ou d'homogénat

de cerveau provenant d'un rat contrôle ayant reçu une admini stration de véhicule

seul, montre l'absence de pics endogènes au temps de rétention correspondant au

transporteur (Figure 96) . Les conditions d'analyse permettent par conséquent, une

détection sélective du composé par rapport aux composés endogènes présents dans le

cerveau et le plasma.

La limite de quantification du transporteur du SLCI4 a ét é calculée et dans

ce s conditions, elle est d'au moins 25 ng injectés. Etant donné que le rat reçoit

environ 2 mg de SLC, la quantité de transporteur présente dan s les échantillons

devrait être nettement supé rie ure au seuil de quantification.

Le taux de recouvrement a été déterminé en comparant le s données

obtenues après injection d'une solution étalon du transporteur du SLC 14 et après

injection d'un échantillon témoin (plasma ou homogénat de cerveau) surchargé avec

le transporteur en concentration identique à l'étalon. La comparaison montre une

petite interférence qui entraîne une surévaluation des résultats. Ces conditions

permettent donc la détection du transporteur. mais il faudra tenir compte de cette

surévaluation pour les mesures quantitatives.
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D. Méthode de détection du G AB A

1. Condi tio ns d' anal yse

Le s premi ères co ndi tions d'an alyse tes tées é taien t les su ivan tes

- Colonne : Lichrosph er Diol Sum , 250 mm x 4 mm (MERCK)

- Ph ase mobile : CH3C N/ H2 0 , 60 :40 (v/v)

- Débit: 1 ml/mn

- Détecti on U.V. à 220 nm

Temps de rétention du GAB A 4 mn

Dan s ces cond itions , le GABA montrait un temps de rétention trop co urt, ne

permettant pas un e d étcti on sé lect ive. La ph ase mobile a don c été modifi ée :

- Ph ase mo bile : CH 3CN/KH2P04 5 10-2 M. 75 :25 (v/v), pH = 3

- Tem ps de rétention du GAB A : 6 mn

Dans ces co nd itio ns , l'an al yse d'u n éc ha ntillon de pl asm a ou d' ho mogé na t

de ce rveau prov en ant d'un rat co ntrô le aya nt reçu une adm in is tratio n de véhi cul e

se ul, mo ntre un e interférence du GABA avec de nombreu x co mposés biol ogiques.

Les m êm es rés u lta ts on t é té o b te nus avec un e ph ase m ob il e de

C H3CN/K H2 P 04 5 10-2 M, 85 :15 (v/v) , pH = 3. D'autres essais ont été réali sés avec une

longu eur d'ond e de détec tion de 265 nm , mais là encore. les résultats é taien t négatifs .

Il n ' a donc p as é té pos sibl e d 'obtenir des co nd i tio ns ana ly ti q ues

sa tisfaisante s pour la détection du GABA, en ra iso n d'une se ns ibilité insuffi sant e .

II. ANALYSE DU PLASMA ET DES HOMOGENATS DE CERVEAU

APRES ADMINISTRATION LY. DES SLC

A . Mat ériel et méthodes

- An imau x rats mâles Wist ar de 200 g.

T ra it em ents :. li s so nt réal isés par voie Lv. 5, 15, 60 ou 120 mn avant le sacrifice

* Rats co ntrô les : Mélange Tr anscutol 30%, Tween 80 10% (N = 4) ;

* Rats traités avec le SLC1 4 10 mg/kg (5 mn : N = 3 ; 15 mn : N = 3 ; 60 mn : N =

120 mn : N = 1) ;

* Rats traités avec le SLC17 20 mg/kg (5 mn : N = 1 ; 15 mn : N = 1 ; 60 mn : N = 1 ;

120 mn : N = 1), en so lut ion dans le mél an ge

Tr anscutol 30%, T ween 80 10%.
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Préparation des échantillons

Les rats sont sacrifiés 5. 15. 60 ou 120 mn après le traitement par décapitation. Le

sang est recueilli immédiatement et centrifugé pendant 5 mn à 4250 tr/mn . Le

surnageant (plasma) est prélevé. Le cerveau total est prélevé et homogénéisé dans

5 ml d'eau distillée. Les échantillons ainsi obtenus sont congelés jusqu'au moment

de l'analyse .

B. Résultats

1. Détection des SLC sous forme lipophile

L'analyse des échantillons révèle uniquement une très légère trace de

SLC17 dans le plasma du rat traité 120 mn avant le sacrifice. Toutefois. 1 h après le

traitement. il n'est détectable ni dans le plasma ni dans le cerveau. Les échantillons

prélevés 5 et 15 mn après le traitement n'ont pas permis non plus la détection du

SLC17 sous forme lipophile. Le SLC 14 n'est détectable dans aucun des échantillons.

Par conséquent. il semble que ces 2 composés sont éliminés en moins de 5 mn. à la

fois au niveau central et à la périphérie. Ces résultats préliminaires sont en accord

avec le principe des SLC : selon ce principe. lorsqu'il est administré sous forme

lipophile (dihydropyridine). le SLC devrait se répartir dans tout l'organisme. y

compris le SNC. et subir une oxydation rapide générant une espèce chargée

hydrophile (sel de pyridinium) . Cette espèce hydrophile devrait être retrouvée à la

fois dans le SNC et dans le reste de l'organisme dans des temps très courts après

l'administration. En raison de sa forme chargée. elle devrait être retenue

centralement et éliminée rapidement à la périphérie. Il reste donc à vérifier que

l'absence de la forme lipophile peut être liée à l'apparition de la forme hydrophile du

SLe. qui devrait être observable principalement dans le SNe.

2. Détection des SLC sous forme hydrophile

Quelle que soit la durée entre l'administration de SLC14 et le sacrifice.

aucune trace de la forme hydrophile n'a été détectée aussi bien dans le cerveau que

dans le plasma. De même. 5. 15. 60 ou 120 mn après l'administration de SLCI7. la forme

hydrophile n'est détectable ni dans le cerveau ni dans le plasma.

Dans les conditions expérimentales employées. le SLC 14 et le SLC 17 ne sont

donc détectables ni dans le SNe. ni dans le sang. La disparition de la forme lipophile

n'était donc probablement pas imputable uniquement à une oxydation complète.

puisque la forme oxydée n'a pas pu être détectée non plus . Par conséquent. soit les

SLC sont éliminés avant l'oxydation et la dissociation de la substance active. soit la
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di ssoci at ion est très rap ide . Dan s ce dernier cas, on peut es pé re r retrouver un certai n

nom br e de mo lécules de tra ns po rteur dans l'or gani sm e.

3. Détection des tran sporteurs se uls

Le se ul tran sp o rteur ana lysé es t le tr ans porteur co nte nu dan s le SL C 14.

Qu ell e qu e so it la dur ée entre l'adm in istrati on de SLCl 4 et le sac rifice , auc une trace

de tra nspo rte ur n'a été détectée auss i b ien dans le ce rveau qu e dan s le pl asm a. Ain s i,

on peut suppo se r qu e soi t le SLCl 4 ne se di ssocie pas et es t é liminé sous for me de

co mplexe, so it il se dissoci e e t le tran sp orteur libre es t é limi né ra pide me nt (mo ins de

5 mn ) à la fo is dans le sang et dans le cervea u. Or , le SLC 14 n'a été retrouvé ni so us la

form e de co m ple xe lipophil e, ni so us la forme de co m ple xe hydrophil e . La non

di ssoci ati on ne peut don c pas j us ti fie r, à e lle se ule, de l'ab sen ce d u tran sp orteur. 11 y

a don c un e é limina tio n rap ide du SLC qui a lieu soit ava nt soi t après la d issoci at ion du

GAB A. Et ant donné qu'auc une trace de tran sporteur libre n'a été détect ée . il se mb le

fo rt prob abl e qu e le co mplexe soit él iminé très rap idem ent e t avant la d issociat ion.

C. DiscussioD

Ces résul tat s prélim in aire s se m ble n t en dés accord avec les résultat s

co m porte me nta ux ob tenus avec le SLCI 4. En effe t, ce co m posé n'a pa s montré un

profil co m pa ra ble à ce lui du DZP dan s le test de l'esc ali er. Toutefo is , le SLC 14

produi s ai t d e s modifica tions comp ortem ental e s sign if ica ti ve s , n o t amm en t un e

diminut ion du nombre de redressem ents avec le s patte s anté rie ures en l'air. L 'étude

ciné ti q ue n 'a pas permi s la mise en évide nc e de la pr és en ce de SLC 14 au ni ve au

ce n tra l. que ce so it sous forme lipophil e ou hydrophil e . Le tr an sporteur se ul n'a pas

été dét ect é non plus dan s le sa ng et dans le ce rveau. En ce qu i co nce rne le GABA,

auc une mé tho de de dét ect ion satisfa isan te n 'a pas pu être défi nie . Ce pe nda nt, é ta nt

donn é que l'admin is tra tion de SLC1 4 pr ovoque des modi fi ca ti on s co mpo rte me nta les,

soi t le SLC1 4 po ssèd e un e act iv ité co mpo rte me nta le propre , so it il permet un e

lib érat ion cen tra le d 'une ce rta ine qu antité de GABA , que l'an al yse ciné tiq ue n' a pas

perm is de mettre en év ide nce. Etant donné que le s études prélimin ai re s montrent

que le SLC14 n 'est plu s dé tect able 5 mn après so n admini stration, il sem ble plu s

probabl e que les effe ts comporte me nta ux produits par le GAB A so ie n t li és à un e

libérati on cent ra le de GAB A.

Anderson et al. (l987b) ont montré un effet anxi o ly tiq ue dan s le test de

co n fl it choc é lec t riq ue -bo isson, ave c le SLC l 4 (4 -2 5 mg/kg i.v. ) a tte ign an t un

maximum 2 h après le traitement et se prolongeant jusqu'à 8 h après le traitement.

Par aille u rs. ces auteurs rapportaient de s données ciné tiques trè s différentes de nos
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résultats. Cependant, au cours des expérimentations. nous avons employé le même

mode d'administration pour les études comportementales et cinétiques alors

qu'Anderson et al. (l987b) employaient un mode d'administration différent dans les 2

études. En ce qui concerne l'étude comportementale. le protocole était comparable à

celui que nous avons adopté. l'administration étant réalisée par voie Lv . dans la veine

caudale. Par contre. dans l'étude cinétique. l'administration était réalisée directement

dans la carotide d'un rat anesthésié. d'une manière lente avec un débit contrôlé. Il

semble que celle différence de procédure puisse être à l'origine de la différence de

résultat s.

L'emploi de modes d'administration aussi différents pour 2 étude s

parallèles nous apparaît très discutable. En effet, l'utilisation de la même procédure

d'administration est indispensable pour qu'une corrélation puisse être établie entre

les données comportementales et les données cinétiques. Or. dans la majorité de s

études cinétiques de s SLC reportées dans la littérature. l'admini stration est réali sée

via la carotide de rats anesthésiés et la vitesse d'injection est lente et calib rée . Dans

ces conditions. les analyses cinétiques montrent pratiquement toujours le même

profil : oxydation rapide du SLC dans tout l'organi sme. rétention de la forme oxydée

dans le cerveau et élimination rapide en périphérie. libération soutenue et

spécifique de la substance active dans le SNC . le transporteur seul n'étant pas

détectable . Ce mode d'administration est, évidemment, difficilement appli cable dans

les études comportementales. Il semble. au vu des résultats préliminaires obtenus

après administration dans la veine caudale. que ce mode d 'administration .

contrairement à une administration lente dans la carotide. favorise une élimination

rapide du SLC14 dans tout l'organisme et que dans ces conditions. le SLCI4 ne soit pas

retenu au niveau central.

Toutefoi s. compte-tenu du caractère encore très partiel de notre étude. ce s

observations restent à vérifier et il est difficile d'une part. d 'établir des corrélations

entre les résultats comportementaux. les données cinétiques et les paramètres

physico-chimiques et d'autre part d'émettre des hypothèses quant aux propriétés de

distribution spécifiquement cérébrale des nouveaux SLC.
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1. CONTRIBUTION DES DIFFERENTS MODELES ANI MAU X

UTILISES

A. Test de suppression néophobiQue de la prise de boisson

Malick & Enna (1979) ont étudié la corrélation entre le déplacement du 3H ­

DZP s u r de s membranes ce l lulaires de ce rveau de rat par différents composés

anxiolytiques et leur activité dans quatre modèles animaux :

- le test de suppression de la pri se de boi sson par chocs électriques (ou test de conflit

choc- boi sson)

le test de suppression néophobique de la prise de boisson

- le "rotorod test" ;

le test d'inhibition des convulsions induites par le PTZ.

Ils ont observé. avec les BZD. une corrélation significative entre la

puissance de déplacement de la fixation du 3H-DZP et l'activité dans le test de conflit

choc-boisson . Par contre. il s n'ont observé aucune corrélation avec l'activité dans le

test de suppression néophobique de la prise de boisson. Or. ces deux tests

comportementaux ont été proposés pour l'évaluation de l'activité anxiolytique de s

BZD. Ces résultats suggèrent que le site d'action de s BZD dan s ces deux tests serait

différent : dan s le test de conflit choc-boisson. l'effet des BZD résulterait d 'une

interaction des BZD avec le si te récepteur marqué par le 3H-DZP. alors que dans le test

de suppression néophobique de la prise de boisson. l'effet des BZD se rait lié so it à une

activité sur ce site récepteur et à d'autres activités. soit à une activité sur un site

récepteur différent (Malick & Enna. 1979). D'autre part. l'activité anticonvulsivante ·

est corrélée au déplacement du 3H-DZP. Il semble donc que le déplacement du 3H - DZP

soit lié à l'activité anxiolytique d'un composé. mais également à des propriétés

indépendantes de l 'activité anti-anxiété. Le test de suppression néophobique de la

prise de boisson apparaît comme une procédure très utile pour caractériser un agent

anxiolytique. permettant en outre de détecter de s effets ayant un site d'action

différent du site de liaison du 3 H-DZP. Bien que les BZD soient les agents les plus

puissants dans cette procédure. celle-ci détectera également les composés non

benzodiazépiniques (ex CL 218. 872) qui déplacent le 3H-DZP ainsi que ceux qui ne le

déplacent pas et qui sont soit anxiolytiques chez l'homme (ex : méprobamate), soit

désinhibiteurs chez l'animal (ex : tracazolate) (Voir Tableaux 17-18).
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non assoiffés. non affamés et sans suppression comportementale

chocs électriques avers ifs, ce qui limite les manipulations

animaux. Les agents affectant directement la sensibilité aux chocs



électriques peuvent modifier le comportement de l'animal dans une procédure

comme le test de conflit choc-boisson. ce qui n'est pas le cas dans le test de

suppression néophobique de la prise de boisson. Toutefois. ce dernier ne permet pas

de discriminer les effets des substances testées sur la soif de leurs effets

anxiolytiques. En effet, dans une autre procédure. Soubrié et al . (1976) ont observé

que des rats et des souris assoiffés montraient une inhibition de la prise d'eau

lorsqu 'ils étaient placés dans un environnement inconnu. Les BZD augmentaient la

prise d'eau par ces animaux assoiffés, mais cet effet apparaissait à la fois en situation

familière et en situation inconnue (Soubrié et al., 1976). Par conséquent, il

semblerait qu'en plus de leurs effets ami-anxi ét é. les BZD interfèrent avec les

mécanismes de régulation de la soif. Elles agissent également sur la prise de

nourriture : Mereu et al . (1976) ont montré. chez le chat. que les BZD augmentaient la

quantité d'aliments ingérée ainsi que la vitesse d 'ingestion . Cet effet était assez

important chez des chats ayant jeûné. mais encore plus marqué chez des chats

rassasiés où les BZD indui saient un appétit vorace. Les chats so nt toutefoi s

particulièrement sensibles à la stimulation de l'appétit par les BZD cet effet

s'observe chez le chat , à partir de 0.3 mg d'oxazépam par kg, alors qu'une dose de 12

mg de CDP par kg est nécessaire chez le rat (Mereu et al., 1976). De plus, dans le test de

suppression néophobique de la prise de boisson, il n'y a aucune mesure de l'activité

locomotrice. Par conséquent, un faible taux de boisson peut refléter à la fois une

activité anxiogène et une activité sédative secondaire d'une substance . L'activité

sédative d'une subs tance peut également interférer avec son activité anxiolytique

dans ce test. en réduisant l'augmentation de prise de boisson induite par la baisse du

niveau d'anxiété. Dans cette procédure, les propriétés sédatives ne peuvent donc pas

être distinguées d'une modification du niveau d'anxiété.

Le test de suppression néophobique de la prise de boi sson n'est donc pas

suffisant à lui seul pour affirmer qu'un composé possède une activité anxiolytique

mais il permet de faire rapidement et simplement le screening préliminaire d'un

grand nombre de composés ou la vérification de résultats obtenus dans d'autres tests .

Dans ce test. le DZP a montré un effet anxiolyique uniquement chez le rat

Long-Evans (expérience n03B). Dans ce cas. l'effet du DZP évoluait d'une manière

dose-dépendante . . Par contre, chez le rat Wistar, quelque soit le véhicule employé, le

DZP ne produisait pas de variation significative du taux de boisson : Avec 2 mg/kg, le

DZP en solution dans l'éthanol induisait une diminution dose-dépendante mais non

significative du taux de boisson ; en solution dans le DMI, le DZP produisait une

augmentation non significative avec 2 mg/kg et aucune modification avec et 3

mg/kg. Dans des conditions expérimentales appropriées, il est donc possible de

mesurer un effet anxiolytique avec le DZP. Cependant, la prise de boisson présente
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un e var iabilit é in ter-indi v id uell e importante e t es t t rès sens ib le a ux effets

secondaires liés au vé hic ule d 'injection. en particulier chez le rat W istar.

Cette pr océdure a été appliquée au SK&F- 89976-A chez le rat Wi star. Le

SK&F- 89976-A a provoqué une augmentati on do se-dépendante mai s non s ignifi ca t ive

du tau x de boi sson avec 4 et 8 mg/k g. Avec 16 mg/kg. le tau x de boi sson é ta it pl us

faibl e qu 'av ec 8 mg/kg . ind iqu ant soi t l 'apparition d' effe ts sé da tifs . so it un e

diminu tion de l'ac ti v ité anx io lyti que. Comme dan s le cas d u DZP. le s varia tions

n 'attei gn aient p as un ni ve au sign ifica tif, en rai son d 'une g ra nde va ria bilité inte r­

indi viduell e e t d 'une se ns ib ilité importante de la so uc he Wi st ar aux effe ts séd atifs .

Dan s ce tte procédure. il se m ble rait ce pe nd an t qu'en em p loyant des effec tifs plus

importants pour co n treba la nce r la g rande va ri abilité inter-individuell e. de s do ses

plus faibles de SK &F- 8997 6- A pourrai ent montrer un e ac tiv ité anx io ly t iq ue .

Le test de suppression néophob iqu e de la pr ise de bo isson se mb le à pr iori

représenter un e procédure si mp le . écono m ique et ra pide de détec tion d 'u ne ac tivi té

an x io ly ti q ue . Cep endant. l'importance de s vari ati on s inter-in d ividu ell e s ob l ige à

employer un g ra nd nomb re d 'anim au x. ce qui aug me n te fo rte me nt le coû t des

ex pé riences . De plu s . ce test ne permet pas de di stingu er le s e ffe ts an xiol yt iqu es des

effe ts sec ondai res sé da tifs et néces site d'être co mplé té par un e mesure indép end ante

de l'ac ti vité sé da tive . Dan s le cas du SK&F-8997 6- A pa r exemple . o n o bse rve un e

augme nta tio n non sign ifica t ive d u tau x d e boi sson a u p lus fai b les doses .

augme nta tio n qui s 'a ttén ue à la plu s fo rte dose testée. L' ab sen c e de mesure

ind ép en dante de l'act ivité locom otri ce ne permettant pas de dét erm iner la prése nce

d'effet s séda tifs . il n 'est pas possible de déterminer si les modi ficat ion s obse rvées so nt

liées un iquement à une variation du niveau d'anxi ét é. Ce te st n'a don c pas é té

reproduit. pour l'in st ant . dans l'étude des SLC.

B. Test d'inhibition d es con yulsions induites par le rTZ

Le m aint ien d 'un rapport norm al exci ta t ion/ inh ib it io n dan s le sys tè me

nerv eu x e t par consé quent. le maintien de l'excitabilité cérébrale co ns ti tue ra ie n t

l'un de s param ètres physiologique s li és au x récepteurs GABAA . Un excé de n t

d 'e xcitat ion ou . un e inhibiti on in su ffi sante. en parti culier d an s ce rtai nes ai res

co rt ica les. le cervel et ou l'hippocampe , peut provoquer un éta t d'hyperexci tab il it é se

tr adui sant par un e déch arge é pi le ptiq ue fo cale . un état précon vul sif gé né ra lisé ou

une c rise convul si ve . L 'app arit ion de certai nes c onvuls io ns provoqué es par la

maladie ou exp érimentalement che z l'anim al (ex : PIZ) coïncide avec une diminution

de la qu antité de GABA cérébral (dans Krogsga ard -L ar sen et al., 1987). C'est pourquoi.

il sem b le ra i t qu'une atteinte des sy na pses inhibi trie es GA BA ergiques cons titue un
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facteur causal important dans les dé sordres convulsifs expérimentaux et cliniques.

De plus, au niveau de certains foyers épileptiques, les taux de GAD dans les

terminaisons synaptiques sont inférieurs à la normale. L'apport artificiel de GABA

rétablit l'équilibre du fonctionnement du cerveau et la coordination des mouvements

(Lenicque , 1982).

Le PTZ réduit l'inhibition modulée par le GABA sur de s neurones en culture

(MacDonald & Barker, 1978b) et la libération spontanée de GABA dans des tranches de

cerveau (Johnston & Mitchell, 1971) . Ce convulsivant agirait notamment au niveau

du site de liaison de la picrotoxine qui se trouve sur le complexe récepteur

GA B A A/BZD (File & Pel low, 1985a) . En fait, le PTZ provoquerait des convulsions par

l'intermédiaire de deux mécanismes il antagoniserait sélectivement l'inhibition

post-synaptique modulée par le GABA en bloquant l'effet s t imulateur du GABA sur la

conductance aux ions CI- , mais il aurait également un effet direct su r les membranes

neuronales dont il augmenterait les décharges s po n t an ées en accroi ssant la

perméabilité au Na" (Woodbury , 1983).

Les BZD, quant à elles, exerceraient une activité anticonvul sivante en

augmentant les effets synaptiques du GABA et des agonistes du GABA (Haefely ct al.,

1975 ; MacDonald & Barker. 1978a,b ; Waddington, 1978 ; Matsui & Karnioka. 1979 ;

Cananzi et al.. 1980). Ainsi. l'augmentation de la neurotran smi ssion GABAergique

apparaît comme l'un des mécanismes sous-tendan t les effet s anticonvulsivants de s

BZD.

Il apparaît que les valeurs des EDSO obtenues avec différentes BZD vis-à-vis

des convulsions induites par le PTZ, correspondent à leurs efficacités thérapeutiques

relatives chez l'homme, ce qui n'est pas le cas pour les MES (dans Pe llow, 1985).

L'efficacité vis-à-vi s des crises induites par le PTZ est également fortement corrélée

au degré de déplacement des 3H-BZD sur leurs sites de liaison dans le SNC (Malick &

Enna, 1979 ; File et a!.. 1989). Il existe par exemple, une corrélation é levée entre

l'occupation des récepteurs BZD par le DZP (dans Pellow, 1985), le lorazépam ou

l'oxazépam (File et al.. 1989) et leur efficacité contre les convulsions induites par le

PTZ. Dans le cas des BZD et des barbituriques, les activités anxiolytique et

anticonvulsivante sont, en général, fortement corrélées et le test des convulsions

induites par le PTZ est fréquemment utilisé comme mesure de l'activité anxiolytique

pour ces composés. Toutefois, en ce qui concerne les BZD, la corrélation entre ces

deux activités n'est pas parfaite et ces deux activités peuvent être séparées avec

certaines BZD ainsi qu'avec certains nouveaux composés anxiolytiques comme le

tracazolate (dans Pellow, 1985).
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Par ailleurs. le rôle du GABA dans la modulation des propriétés

anticonvulsivantes et anticonflictuelles des BZD a été controversé . Certains auteurs

suggèrent que les propriétés GABAergiques des BZD expliqueraient la capacité des

BZD à antagoniser les convulsions produites par des substances diminuant les taux de

GABA (ex bicuculline) ou interférant avec le mécanisme de conductance aux CI­

stimulé par le GABA (ex : picrotoxine), mais que la capacité des BZD à antagoniser les

convulsions produites par le PTZ se rait indépendante des interactions GABA-BZD

(Lipp a et al.. 1980). Ces derniers ont proposé l'existence de deux types de récepteurs

BZD (type 1 et 2) : les effets d'une substance sur le récepteur de type 1 seraient

indépendants du GABA et responsables de l'antagonisme des - convulsions induites par

le PTZ ; par contre. les effets d'une substance sur le récepteur de type 2 seraient

associés au GABA et responsables de l'antagonisme des convulsions induites par la

bicuculline et l'isoniazide. Pourtant, nous avons montré que le SK&F-89976-A.

inhibiteur de la recapture du GABA. protégeait contre les convulsions induites par le

PTZ. Son efficacité était cependant plus faible que celle du DZP dans les mêmes

conditions. L'hypothèse de Lippa et al . (1980) reste donc controversée, d'autant plus

que de s effets anticonvulsivants de plusieurs composés GABAergiques vis- à-vis du

PTZ, ont été décrits à maintes reprises dans la littérature (Wood & Peesker, 1975 ;

Matthews & McCafferty, 1979 ; Loscher. 1982 ; Croucher et al.. 1983 ; Yunger et al ..

1984 ; Krogsgaard-Larsen et al.. 1987 ; Lloyd et al.. 1987).

L'évaluation de l'efficacité du transport du GABA ou du nipécorate par

différents SLC dans cette procédure apparaissait donc discutable. En outre. le s

convulsions induites par le PTZ s'accompagnent de perturbations de la BHE dont la

perméabilité est accrue pendant la crise comportementale (Ôztas & Sandalci, 1984).

Etant donné que nous nous intéressions en premier lieu. à la mesure du passage des

substances GABAergiques à travers la BHE à l'aide de SLC et à une accumulation

centrale des molécules. il nous a semblé judicieux de ne pas évaluer, pour l'instant.

l'activité des GABA- et nip écotate-Sl.C dans cette procédure.

Au cours de la réalisation de notre travail. l'activité anticonvulsivante

d'une série de GABA-SLC a été évaluée par Woodard et al. (1990). vis-à-vis de

l'extension tonique induite par les MES chez la souris. Le SLCI4, notamment.

protégeait 100 % .des animaux à la dose de 40 mg/kg, avec une EDSO de 15.8 mg/kg

(Figure 34) . Cepandant , il a été montré que les valeurs des EDS 0 obtenues avec

différentes BZD vis-à-vis des MES ne correspondaient pas à leurs efficacités

thérapeutiques relatives chez l'homme (dans Pellow, 1985). Cette étude nécessite donc

d'être complétée et il serait intéressant. dans l'avenir. de réaliser une étude plus

large de l'activité anticonvulsivante des GABA- et nip écotate-Sl.C,
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Nous avons montré que le DZP et le SK&F-89976-A. inhibiteur de la

recapture du GABA traversant la BHE, présentaient des propriétés anticonvulsivantes

vis-à-vi s du PTZ. L'activité du SK&F-89976-A était toutefois plus faible que celle que

nous avons observée avec le DZP et il semblerait que le SK&F-89976-A ne soit capable

d'inhiber que les composantes généralisées de la c r ise . Les propriétés

anticonvul sivantes des BZD semblent donc liées directement au système

GABAergique, pui squ'en augmentant le taux de GABA synaptique avec le SK&F-89976­

A, on observe une activité anticonvul sivante vi s-à-vis du PTZ. Le sy s tè me

GABAergique ne semble cependant pas représenter le seul site d 'action de l'activité

anticonvulsivante des BZD, étant · donné que le SK&F-89976-A n'inhibe qu 'en partie. la

crise comportementale .

Nous avons vu que d'après Woodbury (1983). le PTZ provoquerait des

convulsions par l'intermédiaire de deux mécanismes : il antagoniserait sélectivement

l'inhibition post-synaptique modulée par le GABA en bloquant l'effet s tim ula teur du

GABA sur la conductance aux ion s CI-. mai s il aurait également un effet direct sur les

membranes neuronales dont il augmenterait les dé ch arges spontanée s en

accroissant la perméabilité au Na". Ceci nous amène à émettre l'hypothèse suivante :

Le SK&F-89976-A pourrait, par conséquent. n'agir que sur le premier mécanisme.

alors que les BZD. par l'intermédiaire d'activités indépendantes du système

GABAergique. pourraient intervenir au niveau des 2 mécanismes.

C. Test du labyrinthe en croix suréleyé

Ce test a été validé du point de vue comportemental, physiologique et

pharmacologique, et comparé au test de la planche à trous par Pellow et al . (1985)

Concernant la validation comportementale. des souches différentes de rats

ont été employées ("hooded Lister" et Wistar) et aucune différence de comportement

n'a été observée entre ces deux souches, dans le dispositif. Les deux so n t don c

valables pour le test. Par contre. avec une autre souche , les "black hooded PYG rat s".

l'aversion pour les bras ouverts n'est pas reproductible (Pellow et al., 1985). Le s

auteurs ont également montré que le test pouvait être reproduit sans modification du

comportement. deux jours de suite avec le même animal, mais à partir du troisième

jour. les résultats n'étaient plus assez fiables. L'influence du niveau d'éclairement du

dispositif a également été évaluée : le comportement des rats dans les bras ouverts ne

varie pas si on égalise l'éclairage dans les deux types de bras. Différents

comportements liés à l'anxiété ont été mesurés dans les bras ouverts et fermés : on

observe significativement moins d'entrées dans les bras ouverts, et

significativement plus de comportements liés à l'anxiété (freezing, immobilité,

défécation), par rapport aux bras fermés (Pellow et al., 1985).

202



l' expl orati on d es bras o u ve rts un iqu ement

clinique. c'est-à -d i re le C DP. le DZP et à

(Ta b lea u 2 1). Av ec le DZ P , ce t effet éta it

ch ro n iq ue. L e premi er co m posé . anx iogène

Concern ant la va lida tio n ph ysi o log ique . les co nditio ns du test indu isent

une mod ifi cati on s ig nific at ive des tau x pl asm atiques de co rt icos té ro ne . Lorsque les

animau x sont m aintenus co nfinés pendant 20 mn so it d an s les deu x br as o uve rts . so it

dan s les deux bras fermés . leurs tau x de co rtic os té rone so nt s ig n i fica t ive me nt plus

élevés que · ceu x de rats restés d an s leur cage d' habitation . De p lu s. les ta ux de

corti co stérone so nt s ig n ificative me nt supé rie urs chez les rats co nf inés d an s les br as

ou verts par rapport aux rat s ayant séjourné dan s les bras fe rmés (Pe llow et al. . 1985).

L'e xposit ion aux bras o uve rts sem ble do nc plu s s t ressan te . com me le suggéra it

Montgom ery ( 1955) .

La valid ati on ph arm aco log ique était destinée à véri fier s i le co mporte men t

mesuré dan s le laby rin the en cro ix suré le vé refl ét a it spéci fique me n t l' an xi été. Si tel

éta i t le cas . il devrai t ê tre possib le de m anipu ler ce co m po rte m en t d'u ne man ière

spéc ifi q ue . avec d es s ubs tances affectant l' an xi ét é et non avec d es s u bs ta nces

a f fec ta n t d 'autre s sys tè mes co m po rte me n ta ux . L e s s u bs ta nces a nx io ly t iq ues

de vra ient d on c a ugme nte r s péc i fi q ue me n t l'e xp lorat ion d e s bras o uverts . sans

aug mente r l 'e xp lo ra t io n des br as fe rmés. a lo rs qu e le s s u bs ta nces anxiogènes

de vrai en t réduire s péc if iq ueme n t l' e xp lorati on de s bras o uve rts sans rédui re

l'e xpl orat ion de s bras fe rmés . Des memb re s représentati fs d e d eu x c lasses de

co mposés anxio ly t iq ues eff icaces en clinique ont ain si été testés : le CDP et le DZP,

deu x BZ D . et la ph énobarbitonc, un barbiturique . Il s ont é té testés ap rès t rai te me nt

aigu o u ch ro n iq ue (5 jours). é ta nt donn é qu 'il s so n t efficaces p ar tr a it e ment

chro n ique en c li ni q ue et qu e dans ce rta ins test s an ima ux . leu r efficac ité est accrue

après prétraitem ent c hro nique (da ns Pell o w et al., 1985 ) . Deu x com posés ayant un e

ac t iv ité anxiogène chez l'h omme ont éga le me nt été test és : le PTZ. un conv ulsivant

qui ag ira it par l'interméd iai re du site pi crotoxine du co m plexe réc ep teu r G ABA-BZD

dan s le SNC et qui, à des doses subconvuls iva ntes , induit de s effe ts anxiogènes à la fo is

chez l 'h omme et chez l' an im al ; et la yo hi mbi ne . antagon is te de l'adr énor éc epte ur -o j ,

qui p ro voque des effe ts anx iogènes c hez l'homme e t chez l'an ima l. Deu x co m posés

s t imu la nts. l'amphétam in e et la ca fé ine . ayant un e ac tivité anxiogène chez l'hom me

e t l 'animal on t égale me nt été évalués dan s ce tes t (da ns Pell o w et al. . 19 85 ) . Pou r

véri fi er s i le test é ta it capable d'identifier de s fa u x po s iti fs, d es repré sentants

typique s d'aut res c lass es de composés psy choactifs ont ét é é tud iés l 'h alop érido l,

tr anqui lli sant m aj eur aya n t d e s p ropri été s sé da ti ves, ain si qu e l ' im ip ram in e .

antidé p resse ur tri cyclique , e t la m ian s érine , ant id é p resseur a ty p iq ue .

Pell o w et al. (1985) o nt o bse rvé un e augmenta t io n sé lec t ive d e

av ec les s u bs ta nces an xi o lytiqu es en

un degré m oindre. la ph énob arb itone

ob servable ap rès tra it ement aigu ou

tes té , la yo h im b ine . indui s a it un e
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dim inution sé lect ive de l'exploration des bras ou verts. Par con tre, le PTZ, égale me nt

anx iogène, di m inuait l 'expl orati on des deu x typ es de br as d'une m ani ère non

spéc ifi q ue (Tableau 21). Ce résultat co nfirme la réd uct ion non-sp écifique de l' act ivité

ob servée avec le PTZ dans le test d'interacti on soc ia le (dans Pellow et al ., 19 85 ). La

caféine e t l'amphétamine. deu x psy chostirnulants , ont montré une activ ité anxiogèn e

spéc ifiq ue dan s le lab yrinth e en croi x suré levé. Les subs ta nces sé da ti ves. c 'es t-à- di re

l'h alop éridol , l 'im ipramin e e t la mians érine , rédu is ai ent l' e xpl orati on du lab yrinth e,

d'une m an ière spécifique . Il est appa ru qu e le po urcen tage de temp s passé da ns les

bras ouve rts étai t plus se ns ib le aux effets des tr aitem ents qu e le nombre d 'en tr ées

(Pe llow et al ., 1985).

Le s effets de ces différents traitem ents dans le labyrin th e en c ro ix

suré levé ont é té co mpa rés à leu rs effets dans la pl anch e à trou s (Pe llo w et al ., 1985).

L 'acti vité g lo ba le d an s le labyr inthe é ta it co rré lée à l'expl orati on e t à l'act ivité

locom otrice dans la pl an ch e à trou s, de tell e sorte qu e des sub sta nces q ui réduisa ient

le nombre tot al d 'en trées da ns les br as tendaient à rédu ire l'expl orati on des trou s et

l'activité motri ce dan s la pl anch e à trou s . La se ule exce ption é tai t la ph én ob arb iton e

en tr aitem ent chro nique. qu i rédui sa it l' activité dan s le labyrinthe ma is augme ntait

l'exploration des trou s. Par co nsé quent. il se mble qu e le nombre total d 'en tr ées d an s

le s bras soi t un e fo nc tio n des ac tiv ités ex plo rat rice et lo com otri ce. Le pourcentage

d' entrées dan s les br as ouverts n'était pas co rré lé à l'act iv ité da ns la pl an ch e à trou s .

Les pou rcentages d 'entrées et de tem ps passé dan s les bras o uve rts se mblent do nc

refl éter s péc ifiq uement l'an xié té et ne peu ven t pas ê tre exp liq ués uniqu em ent pa r'

l'acti vité ex plo ra trice. C' est pourquoi. le tes t du laby rinthe en c roix su ré le vé a été

proposé pour l'év alu ation des potenti alités anx io lytiques ou anx iogè nes de nouveau x

co m posés (Pe llo w et al .. 1985) et a été largement employé depui s.

Les avantages du tes t du lab yrinthe en c roix suré levé résident da ns la

s implicité de la procédure qui ne nécessite ni en traîne me nt, ni st imu li noc iceptifs ,

ni pri vati on de nou rriture ou de boi sson. Or, ces dern ie rs so nt susceptib les d'a lté rer

la ré ponse de l'an im al aux su bs ta nces te st ée s , et le s pr iv ation s a l ime n tai res

néce ssitent souve n t de s expéri en ces supplémentaires pour co n trô le r les effet s su r la

co ns omma tion d' e au e t de nourriture . De plus , ces procédu res ne son t pas valabl es

pour des com posés qui in te rfè rent avec le compo rte me nt appétitif lui-mêm e . Le test

du lab yrinthe en c roix suré levé est un e méthode simp le de mesure de l'an x ié té ne

nécessitant qu 'un test de 5 min et ne reposant qu e sur l'act ivité spontanée . Il permet

de mettre en év ide nce à la fo is des effet s anxioly tiques et des effe ts an xiogèn es, mai s

éga le me nt de les di st inguer des effets sur l'activité locomotrice.
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A l'aide de ce test. nous avons observé des résultats contradictoires : Dans

une première expérience. le OZP induisait un effet anxiolytique se manifestant par

une augmentation significative du pourcentage d'entrées dans les bras ouverts aux

doses 0.25. 0.5 et 1 mg/kg (expérience n08B). Par contre. dans l'expérience suivante .

malgré une réduction importante de la quantité de solvants dans le véhicule

d'injection. il induisait une activité sédative aux doses 1. 1.5 et 2 mg/kg et

uniquement une diminution des redressements à la do se de 0.5 mg/kg (e xpé rience

n09B). La reproductibilité des résultats se mblait donc très peu satisfai sante . Des

résultats contradictoires sont également rapportés dans la littérature concernant le

labyrinthe en croix surélevé. particulièrement en ce qui concerne le s composés

sérotonergiques. C'est pourquoi, Griebel et al. (1993) ont réalisé récemment une étude

détaillée de l'influence de plusieurs facteurs méthodologiques (ex degré

d'illumination. période d'observation au cours de la journée et expositions répétées) .

Ils ont montré qu'entre 8 h et 12 h, les rats effectuaient s ignificat ive me nt plu s

d'entrées dans les bras ouverts et y passaient plus de temps que les rats test és entre 14

h et 17 h . Enfin. les auteurs ont montré qu'une augmentation du niveau

d'éclairement diminuait tou s les paramètres comportementaux. Ce s différents

facteurs n'expliquent cependant pas les résultats contradictoires que nous avon s

obtenu dans ce dispositif. En effet, le niveau d'éclairement et les périodes

d'observation étaient maintenus constants d'une expérience à l'autre. Par contre. la

provenance.et le sexe des animaux était différents dans les expériences n08B et 9B .

Les rats femelles provenant de l'élevage du laboratoire ont permi s la mise en

évidence d'une activité anxiolytique. contrairement aux rats mâles provenant d 'un

centre d 'élevage standardisé. Il semble donc qu 'il existe d'autres facteurs qui

influencent le comportement des rats dans le labyrinthe de manière à altérer les

effets d'une même substance d'une expérience à l'autre. notamment la provenance.

la durée d'habituation aux conditions du laboratoire et le sexe des animaux .

Par ailleurs. Griebel et al. (1993) ont montré qu'une exposition répétée aux

conditions du test réduisait le temps passé dans les bras ouverts. le nombre d'entrées

dans ces bras et l'activité locomotrice totale . De plus. File (1990) a montré que lors

d'un deuxième passage dans le labyrinthe. les scores du lot contrôle n'étaient pa s

modifiés par rapport au premier passage. mais que les scores des rats traités avec le

COP étaient modifiés et ne présentaient plus de différences avec le lot contrôle. File

(1990) en a conclu qu'une seule expérience préliminaire dans le labyrinthe. avec ou

sans traitement, suffisait pour provoquer une tolérance aux effets anxiolytiques du

COP. En effet. dans l'expérience n07B. nous avons montré que 100 mn après un

premier passage sans traitement. les rats traités avec le DZP aux doses 1 ou 2 mg/kg

présentaient, par rapport aux contrôles. une augmentation de la préférene pour les

bras fermés et une diminution dose-dépendante de l'activité locomotrice. Les

animaux employés dans les expériences n 07B et 8B avaient les mêmes
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ca rac té ris t iques e t la mêm e origi ne . Pourtant, aux doses ayant montré une ac tiv ité

anxi o lyt iq ue sans séj o ur préal abl e dans le di sp ositi f (ex pé rie nce n08B ). le DZP ne

produ isai t plu s d' e ffet anx io ly ti q ue , mai s un e ac ti vi té sé da tive après un pr emi er

passage dans le di sp ositif (ex périence n07B ). Nos résultat s co nfir me nt don c à la fo is

les ob serv ations de File (\990 ), pu isqu'aucun e ffe t an xiolytique n' est plus obs e rva ble

après séjo ur préal abl e dans le labyri nth e, et les observatio ns de Griebcl et al. ( 1993)

pui squ'une diminuti on de l'act ivité locom otri ce appa raît. De plus , no s résult at s

mon tren t qu 'il suffi t d' un séjour de 5 mn dans le di spositi f ava n t le test, même sa ns

tr aitem ent, pour profuire une to lé rance aux effe ts des BZD dans le lab y rin th e en

c roix su ré le vé .

La rep ro du ctibil it é de s résultat s n' étant pas sa tisfa is an te d an s ce tte

procédure e t la di sp on ibilité en SLC étan t limitée. nou s nou s so mmes don c diri gés

ve rs un e étude des SLC dan s un autre test avec lequ el nou s avons o b te nu un e

reprod uc tibili té sa t isfa isan te , le tes t de l'escali er.

D. Test de l' esca lier

D' après Lat ( 196 5) , les red ressem ents représenteraient un é ta t de vi gil an ce

dan s une s itua tio n do nné e e t se raien t liés à l'acti vité domin an te , fuite ou ex pl oration.

Soubrié & Boiss ie r ( 1972) ont mont ré que dans l'op en field. les redressem ents étaient

liés direc tement à l'activité locomot rice en fon cti on du temps , mai s q u'i l n'y avai t pas

de li a ison d ir ec te e nt re les redressem en ts e t un co mportemen t ex plo ratoi re no n

lo com ot eur. Lo rsque le ra t se tr ou ve pou r la premi ère fois dan s le dis posi tif

expé rime nta l du test de l'esc ali er, l' act iv ité dominant e es t la fu ite e t e lle est

rempl acée pro gr essiv em ent par un co m po rte me nt d 'e xpl orat ion . Les redressem ents

se ra ie nt donc influen cés à la foi s par le s effet s anx io ly tiques et les effe ts mot eurs,

alo rs qu e le nomb re de mar ch es montées se ra it aug me nté par l'e ff et anx io ly t iq ue

d'u ne subs ta nce e t di min ué pa r ses e ff ets mot eurs. Ains i . un e d imi nut io n des

redressem en ts ne s'accom pagnant pas d' une d iminut ion de l'acti v ité loc om otr ic e

co rres po nd ra it à un e d iminution de l'ac tiv ité de fuite chez l'a n imal. e t donc se rai t

in d ica trice d'un e dim inution du ni ve au d'an xi ét é . Un e aug men ta tio n de l'activité

lo com otri ce corresp ondrait à : une aug me n ta t io n de l'act ivité ex p lo ra trice e t don c

ind ique ra it un e diminution du ni veau d'anxiété. P ar co ntre , un e d iminuti on parall èl e

de l'act ivité locom otrice e t des redressem ents indi q ue ra it un e ac tiv ité sédat ive . Un

effe t anx ioly ti q ue se ra i t do nc c aracté risé par un e diminu ti o n du no mbre d e

redressem ents ne modifi ant pas ou aug me nta nt le nombre de mar ches montées .

Cep end an t, la définit ion de l'effet d'une subs ta nce anx io ly t iq ue d an s le test

de l' esc al ier a susc ité des c ontrove rses . D'après Th i ébot et al . ( 19 73, 197 6 ),

l'envi ronnement nouveau de l'escal ier c rée une situat ion où les redressements et les

mar ch es monté es so n t re sp ectivement des indi ces de l' an xi été e t du com po rtement
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exploratoire ou locomoteur du rat, les BZD induisant une variation non parallèle des 2

paramètres, caractérisée par une diminution du nombre total de redressements à des

doses qui ne modifient pas ou augmentent le nombre total de marches montées . De

même. Simiand et al. (1984). utilisant le test de l'escalier adapté à la souris. ont

suggéré que les agents anxiolytiques actifs dans des tests cliniques réduisaient le

nombre total de redressements à des doses ne réduisant pas le nombre total de

marches montées et que par contre. les drogues non anxiolytiques en clinique

comme les neuroleptiques, les antidépresseurs tricycliques. les amphétamines. la

morphine et la carbamazépine réduisaient le nombre total de redressements et le

nombre total de marches montées- de manière ·parall èle. Ce sont ces critères que nous,

ainsi que d'autres auteurs. avons utilisé pour définir l 'effet d'une substance

anxiolytique chez le rat ou la souris (Pollard & Howard. 1986 ; Vaughn et al .• 1987

Quock et al., 1987 ; Keane et al .. 1988 ; Pruhs et al ., 1988 ; Pruhs & Quock, 1989

Emmanouil & Quock, 1990 ; Quock et a/.. 1992). De plus. le tétrazépam , une BZD qui

dissocie la sédation des autres activités des BZD, montre comme le DZP. une diminution

des redressements sans modification du nombre de marches montées aux plus faible s

doses. mais contrairement au DZP. il diminue le nombre de redressements et ne

diminue pas le nombre de marches montées à des doses plus élevées (Keane et a/ .•

1988). De plus. dans des cages à activité. le tétrazépam provoque une diminution de

l'activité locomotrice à des doses beaucoup plus élevées que celles qui diminuent les

redressements dans le test de l'escalier (Keane et a/.. 1988). La diminution de s

redressements ne peut donc pas être provoquée uniquement par l'activité sédative

d'une substance.

Pourtant. Stéru et al. (1987) ont appliqué une interprétation différente aux

données collectées dans le test de l'escalier chez la souris : ils considéraient que

l'effet d'une substance anxiolytique correspondait à une augmentation du nombre

total de marches montées à des doses n'ayant pas d'effet sur le nombre total de

redressements. Dans le cadre de cette interprétation. la diminution du nombre total

de redressements serait liée à l'apparition d 'une activité sédative de la substance.

Différents groupes ont adopté cette définition (Misslin et al ., 1975 ; Stéru et al.. 1987 ;

Belzung et al .• 1988 ; Porsolt et al .• 1988).

A ce problème d'interprétation s'ajoute la question de la spécificité

soulevée par Pollard & Howard (1986) qui ont effectué une analyse systématique du

te st de l'escalier chez la souris en examinant un grand nombre d'agents

anxiolytiques ou non anxiolytiques. Le CDP. le méprobamate, l'éthanol et de façon

plus limitée la nicotine réduisaient. en effet. le nombre total de redressements à des

doses ne réduisant pas le nombre total de marches montées et les agents non

anxiolytiques (phencyclidine et phénacétine) produisaient des diminutions

parallèles des 2 paramètres. Toutefois, les auteurs ont montré un effet anxiolytique

avec la morphine et une absence d'effet avec la buspirone, un anxiolytique testé
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SUBSTANCE MARCHES RED Rp TOTALMONTEE5

DZP ~ -, -, -,
SLC14 / -, ~ ~

SLC13 ~ -, • -,
SLC19 / -, -, -.
SLC18 ~ -, ~ -.
SLC17 ~ ~ -. -,
SLC15 / ~ -, -.

/ Augmentation non significative"- Diminution non significative

---4~~ Aucun changement "- Diminution significative

Tableau 61: Récapitulation des profils comportementaux observés avec le DZP et
les SLe dans le test de l'escalier. RED: redressements avec les pattes
antérieures en l'air; Rp: redressements avec les pattes antérieures
appuyées contre une surface du dispositif; TOTAL: cumul des 2 types
de redressements.



cliniquement, ainsi qu'avec trois nouveaux anxiolytiques, le CGS 9896, la kétansérine

et le tracazolate. En raison de ces dernières observations, Pollard & Howard (1986) ont

conclu que le test de l'escalier chez la souris manquait probablement de spécificité

pour détecter une activité anxiolytique, en particulier pour les nouveaux composés

non benzodiazépiniques, mais qu'il était utile pour identifier des agents

anxiolytiques plus conventionnels interagissant avec les récepteurs des BZD.

Les résultats de nos expenences montrent que le DZP diminue le nombre de

redressements effectués sans affecter le nombre de marches montées (Tableau 66) .

Thiébot et al. (1973) chez le rat, ainsi que Simiand et al. (1984) et Pruhs & Quock

(1989) chez la souris ont obtenu des résultats similaires, c'est-à-dire une diminution

des redressements à des doses qui, soit n'ont pas d'effet sur le nombre de marches

montées, soit l'augmentent. Pollard & Howard (1986) ainsi que Porsolt et al . (1988)

montrent un profil identique avec plusieurs BZD. Keane et al. (1988) ont fait la même

observation avec le tetraz épam, un dérivé des BZD. Stéru et al . (1987) ont montré que

le DZP. chez la souris, provoquait une augmentation du nombre de marches montées

sans diminution du nombre de redressements aux doses les plus faibles et une

diminution des redressements sans modification des marches montées à des doses plus

élevées. Donc. les résultats que nous avons obtenu avec le DZP sont en accord avec le

pattern général de réponse caractérisant les BZD.

Dans la littérature concernant le test de l'escalier. soit le type de

redressements pris en compte n'est pas précisé (Thiébot et al., 1973. 1976 ; Misslin et

al .. 1975 ; Simiand et al., 1984 ; Houri, 1986 ; Quock et al .. 1987 ; Stéru et al .. 1987 ;

Vaughn et al., 1987 ; Keane et al.. 1988 ; Porsolt et al.. 1988 ; Belzung et al., 1988. 1989),

soit on tient compte de l'ensemble des redressements et on ne distingue pas les

redressements avec les pattes antérieures en l'air des redressements avec les pattes

antérieures appuyées contre une paroi du dispositif (Pollard & Howard. 1986 ; Pruhs

et al., 1988 ; Pruhs & Quock, 1989 ; Emmanouil & Quock, 1990 ; Quock et al .. 1992). Enfin,

Molinengo & Ricci-Gam alero (1970) ne mesurent pas les nombres de marches

montées et de redressements, mais uniquement le temps mis par le rat pour atteindre

le haut de l'escalier. La distinction que nous avons apportée entre les 2 types de

redressements a permis de mettre en évidence une différence d'activité du DZP sur

les redressements par rapport aux SLC. Le DZP diminue les 2 types de redressements,

alors que les SLC provoquent une diminution significative soit des redressements

avec les pattes antérieures en l'air (SLC13, 14, 18 et 19), soit des redressements avec

les .patt es antérieures appuyées contre une paroi du dispositif (SLC 15 et 17), mais

jamais une diminution significative des 2 types de redressements. Le SLC13 est le seul

SLC à produire une diminution significative du cumul des 2 types de redressements et

présente donc le profil le plus proche du DZP que nous ayons obtenu. Aucun des

autres SLC n'a montré une activité aussi comparable à celle du DZP. D'autre part. dans
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le test de l'e scali er. le SK &F- 89976-A a montré une act iv ité sé da tive dose-dépendante

et auc une des do ses n 'a pe rmis la mi se en évi de nc e d 'une ac tiv ité de type

anx io lyt ique . L 'augmen tat ion spéc ifique me nt sy na pti que de la qu an tité de G ABA par

inhibi tio n de sa recaptu re, de mêm e qu e l'ap por t de GABA exogène dans tout le SNC à

l'aide de s SLC. ne permettent donc pas l'a ppar ition d'un e ac tiv ité de type anx ioly tiq ue

tout à fait compa rable à ce lle des BZO dans les conditions du test.

Emm an ou il & Quock (1990) ont montré que le fium azénil, un antagon is te

des récepteurs BZO possédant une haute affinité pour le site de liai son des BZO mai s

dép ourvu de la capac ité à aug mente r l'inhibition modulée par le GABA. anta go nisait

les e ffe ts d'un ago n is te (midazo la m) et d'un agoniste inv erse (no re leagn ine) du

récepteu r BZO dans le test de l'escalier : le flumazénil seul n'av ait pas d' e ffets sur les

redressements et le no mbre de marches montées ; le midazol am diminu ait le nombre

de redre ssem ents à des doses n'affectant pas le nombre de march es montées et cette

diminuti on des redressem ents é ta it bl oqu ée par le flum azénil la norele agnine

augmenta it le nombre de redressem ents à des doses n'a ff ectant pas le nombre de

m ar ch es montées et ce tte aug me nta tio n des red resse me nts é ta it bl oqu ée par le

fium azénil. De plus. Qu ock et al. ( 1992) ont montré qu e les effe ts d u OZP étaient

égaleme nt antagonisés pa r le fiumazéni l dans le test de l'escali er. Les sites récepteurs

des BZO se mble nt donc im pl iqu és dans la dim inution des redresseme nts . Par co ntre .

co mme le montrent les effe ts produits par les SLC. le GABA ne se mble pas pou voir

produ ire. à lui se ul. des effe ts anx io lytiques identiqu es à ce ux du OZP dans le test de

l'escali er e t en parti culi er . une diminution des 2 types de redressem ents (Ta bleau 66) .

Par co nséque nt. l'activ ité anx io ly tique des BZO dépend peut-être en parti e du sys tème

GABAergique. mai s d 'autres sys tè mes de neurotran sm etteu rs doiv ent é gale men t

i n te r ve n i r.

E. Test de l'enfouissement défensif cond il ionné

Le com po rte me nt d 'enfoui ssem en t s' obse rve en ré po nse à des stimu li

ave rs ifs autres qu e les chocs é lec triques douloureux (T re it et al. . 19 80). dont ce rta ins

so nt plu s proch es des stimuli que les Ron geurs so nt suscepti bles de ren contrer dan s

leu r env ironne me nt naturel. Par exe mple. des rat s enfou iss en t des obje ts assoc iés à

des s tim uli ave rsifs tel s qu e de s coups ph ysiques. des souffles d 'a ir . des fi ashs

lumineu x. des ode urs nocives et des liquides auparav ant asso ciés à des effe ts toxiques

(da ns Treit, 19 85 a) . Les marquages territoriaux de con gén ères peuvent éga lement

induire l'enfou issement. De plus. il a é té montré qu e les rats peu vent se défendre

co ntre le s se rpe nts préd ateurs gr âce à des amassements de terre. en proj etant la

terre directement sur le se rpe nt ou en s'en fe rmant en enfouissant le s entrée s de

leurs terriers à l'approche d'un serpent (da ns Treil. 1985a) . Ainsi. l'enfouissement

appa raî t comme un e répon se défensive complex e et typique de s Rongeurs face à
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divers sti m uli avers ifs se pr odui sant dan s la nature. et qu and ces s t im u li ave rs ifs

in conditi onnel s son t assoc iés à des s t im u l i "no rm a le me nt neu tre s " d an s le s

co nd itio ns du labo ra to ire. "l'enfou isse me nt dé fensi f co ndi tionné " é me rge ap rès un e

se u le sess io n d 'apprent issage.

Et ant don né que la rép on se co mpo rte me nta le cons idé rée dan s ce te st peut

ê t re pr oduite sa ns ren forcem ent ali me n ta ire . les effe ts anx io ly tiques peuvent ê t re

sé pa rés des e ffe ts su r les co m po rte me nts motiv és par l'appétit. con tra i re me n t à

d 'autres mod èl e s an ima ux .

Par contre . il se mble . à première vue . impossible de sé pa rer les effe ts

anx io ly t iques e t mot eurs de l'a gent te st é. L'e ffet suppresse ur du DZP peut pou rtant

ê t re di stingué d'un e at te in te motri ce gé né ra le. pui sque d'une part . il peut ê t re

co m p lè temen t inversé en aug menta nt l' inten sité du cho c et qu e d 'autre part. il

appa raît à des doses (0 .5 -2 mg/k g) inférieures aux dose s neu ro to xiqu es (T re it et al..

1981 ; Trei l, 1985b). Blamp ied & Kirk (1983) ont égaleme nt montré qu e la suppression

de l'en foui ssem ent indu ite par le DZP n'était pas liée à des modi ficat ion s de l'ac t ivité

mo tri ce gé né rale . en mesurant pend ant le tes t. l'activ ité d u rat dan s l'en ce inte g râce

à des ca pte urs électro niques.

Celle procédure fa isa nt intervenir un choc é lect rique . on peu t pen ser qu e

la suppress ion de l'enfoui ssem ent dé fen s if prod ui te par des anxio ly tiq ues co mme le

DZP peut êt re liée à des effe ts analgés iques plutôt qu 'an xi ol ytiqu es. Trei t (l985 b) a

test é ce lle hyp oth èse. Il a montré. tout d 'abord. qu e le DZP n'ava it pas d' e ffet not abl e

sur la latence d'év item ent par des rat s d 'un stim ulus cha ud doul oureu x. mai s qu'il

supp rima i t fortem ent le co m po rte men t d 'en foui ssement défen si f chez le s mêmes

an ima ux. De plu s. il n'y avait aucune relation signifi cativ e e n tre la laten ce

d' évitem ent du st im u lus chaud par le s rat s tr aité s avec le DZP et leur durée

d'enfou issement. L'auteur a ens uite inje c té le DZP ent re le choc et le te st. de so rte qu e

les ra ts ne pou vaient être so us l'éventuel effe t ana lgésique du tr ai tem en t au mom ent

du choc électrique . Dan s ces co nd itio ns . le DZP produi sait tou j ou rs un e suppression

sig n ifica tive de l'en fou issem ent défen s if. Enfi n . Tre it (l98 5 b) a mon tré qu e le

naloxon e (a ntagonis te des réc epte urs opioïdes) n'in versa it pas l'effet suppresse ur du

DZP e t qu 'il n' avait pas. par lui -m ême. d'e ff et s ig n ifi ca ti f su r l 'en foui ssement

dé fe ns if (Tableau 26) . Par cons équent, l'effet du DZP ne dé pend pas des méc an ismes

o p io ïdes e ndogè nes e t i l se m b le ra it qu e le s BZD exe rce nt leurs effets s u r

l' enfou is sement défen si f par l' intermédi air e de mé cani sm es anxio ly ti q ues plutô t

qu ' an al g é siqu e s .

De plu s. l 'e ff et suppresseur de l' enfou issement par les BZD peut ê t re

inv ersé par de s antagoni st es du récepteur BZD. te l que le f\umazén il (T re il, 1987) e t

des ag en ts anxi ogènes puissants augmente n t le temps passé à enfo uir l'électrode
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(Tsuda et al ., 1989). Enfin. l'absence d'interférence avec des déficits dans

l'apprentissage associatif a été vérifiée par Blampied & Kirk (1983).

L'enfouissement défensif semble donc présenter les critères

pharmacologiques de sensibilité dose-dépendante. d'efficacité relative et de

sélectivité indispensables à un modèle animal. D'autre part. ce modèle de

l'enfouissement défensif conditionné pourrait représenter une forme de

comportement défensif "phylogénétiquement préparé" et pourrait ainsi être un

modèle très intéressant pour l'étude des mécanismes d'action des agents

anxiolytiques.

Dans ce modèle. les données que nous avons · récoltées ont montré une

grande variabilité inter-individuelle et les SLC avaient tendance à augmenter le

comportement d'enfouissement. plutôt qu'à l'inhiber comme le DZP. Les modifications

de ce comportement n'atteignaient cependant pas un niveau significatif. Par

ailleurs. la prise en compte de paramètres différents du comportement

d'enfouissement, notamment le temps passé au contact de l'électrode. a permis de

montrer une activité de type anxiolytique avec les SLC.

En raison de l'importance de la variabilité inter-individuelle. ce modèle

nécessite l'emploi d'effectifs très élevés. Comme la disponibilité en SLC est très

réduite. des expériences supplémentaires n'ont pas pu être réalisées. afin de valider

ces résultats avec des effectifs plus importants et un éventail de dosages des SLC plus

large. Ces résultats restent donc à confirmer.

F. Conclusion

Pour étudier une même substance. l'emploi combiné de différents modèles

animaux est particulièrement important. Dans le labyrinthe en croix surélevé. par

exemple. le principal indicateur de l'anxiété est l'évitement passif de branches

inconnues. surélevées et ouvertes. alors que dans le test d'enfouissement défensif

conditionné. l'indicateur principal est l'enfouissement actif d'une source de choc

électrique. Autrement dit. un effet anxiolytique est indiqué principalement par une

augmentation d'apparition d'un comportement spécifique (activité dans les bras

ouverts) dans le labyrinthe en croix surélevé et par une diminution d'apparition

d'un comportement spécifique (enfouissement de l'électrode) dans le test

d'enfouissement défensif conditionné. Dans le test de suppression néophobique de la

prise de boisson. un effet anxiolytique est également mis en évidence par

l'augmentation d'un comportement (consommation d'une boisson non familière).

Dans le test de l'escalier. l'activité anxiolytique est indiquée par une diminution d'un

comportement (redressements) et par une non diminution ou même une

augmentation d'un autre comportement (marches montées). Par conséquent.

lorsqu'un composé présente un profil de type anxiolytique dans les différents
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modèles, il est très peu probable que ce soit dû à des effets non spécifiques sur

l'activité générale ou la sensibilité à la douleur, ou encore à une inhibition

comportementale. Par contre, si un seul modèle est employé (par ex le test

d'enfouissement défensif conditionné), la seule observation d'une dimininution du

comportement d'enfouissement ne permet pas d'affirmer l'existence d'une activité

anxiolytique. puisqu'il pourrait s'agir uniquement d'une diminution de l'activité

générale. L'emploi combiné de différents modèles animaux faisant intervenir des

comportements très différents étant soit accentués soit inhibés sous l'effet d'un

anxiolytique est donc indispensable à l'établissement d'un profil d'activité d'une

substance nouvelle.

Ainsi. l'emploi de différents modèles a permis d'établir un profil d'activité

de substances GABAergiques nouvelles (SK&F-89976-A et SLC) et de le comparer au

profil comportemental d'une BZD largement employée en clinique. le DZP.

II. ANALYSE DES RESULTATS PAR SUBSTANCE TESTEE

A. nzr

En accord avec les données de la littérature. le DZP a montré une activité

anxiolytique dans le test de suppression néophobique de la prise de boisson (Poschel,

1971 ; Patel & Malick, 1983), dans le labyrinthe en croix surélevé (Handley & Mithani,

1984 ; Pellow et al., 1985 ; Critchley & Handley, 1987 ; Moser et al .. 1988 ; Moser. 1989 ;

Assié et al., 1991 ; Wright ct al., 1991), et dans le test de l'escalier (Thiébot et al .. 1973).

Le DZP a développé une activité anticonvulsivante dans le test d'inhibition des

convulsions induites par le PTZ (Patel & Malick, 1983). L'application de cette

substance bien connue aux différents modèles a permis d'établir les conditions

expérimentales de mise en évidence d'une activité dans chaque modèle, permettant

ainsi leur application à des substances dont le profil d'activité restait à déterminer. le

SK&F-89976-A et les SLC appliqués au GABA et à l'acide nipécotique .

B. SK&F-89976-A

Le nipécotate est un inhibiteur de la recapture du GABA ne traversant pas

la BHE. Il a donc été modifié chimiquement pour donner naissance à un dérivé actif

du nipécotate, le SK&F-89976-A, possédant des propriétés d'inhibition spécifique de la

recapture du GABA et traversant aisément la BHE, atteignant ainsi son site d'action

central. Son activité anticonvulsivante a été étudiée dans différents modèles animaux

où il s'est avéré très efficace (Yunger et al .. 1984 ; Schwark & Haluska, 1986 ; Heit &

Schwark , 1988). Yunger et al. (1984) ont montré que. chez le rat Sprague Dawley, le

SK&F-89976-A protégeait vis-à-vis de la composante extension des pattes antérieures
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des convulsions et de la mort, induites par une injection lente et contrôlée de PTZ (25

mg/kg, i.v .) . De même. ils ont montré une inhibition de cette composante dans les

crises induites par une injection lente de bicuculline (0.4 mg/kg. i.v .) . Par contre. le

SK&F-89976-A n'avait pas d'effet sur les convu lsions induites par la strychnine. ce

qui indique une action pa r l' interméd ia ire d 'un mécanisme GABAergiq ue in vivo. Ce

composé inhibait également les MES chez le rat , mais d'une manière non dose­

dépendante et n'atteignant pas 100 % de protection même avec 160 mg/kg p .o.. Par

contre. il n'avait aucun effet sur les MES chez la souris. Le rat semble donc constituer

une espèce plus appropriée que la so uri s pour l'étude de ce composé . Les convulsions

induites par le PTZ étant un modè le anima l réputé indicatif de l'e ff ic ac ité

anticonvulsivante ch es l'hom me . le SK&F-89976-A devrait montrer une activité

anticonvu lsivante significative en cli nique . Schwark & L ôscher (1985) ont observé.

après administration ai g üc de ce compo sé (2-10 mg/kg i.p .). des effets

anticonvulsivants dose-dépendants vi s-à-vis des crises induites par embrasement

amygda l ien , ne s'accompagnant pa s d'effets secondaires s u r l'activité générale.

contrairement au DZP. Schwark & Haluska (1986) ont montré. après administration

chronique. une inhibition de la généralisation des crises induites par embrasement

de l'amygdale. mais les crises n'étaient pas complètement inhibées . Hci t & Sc hwark

(1988) ont emp loyé le même modè le animal et ont obtenu des résultats simi laires :

l'intensité m inimale obtenue avec le SK&F-89976-A était de 2.3 ± 0.4 se lon l'échelle de

Racine (1972) .

Une activité antinociceptive importante a été montrée avec ce composé.

dans le test d'immersion de la queue chez la souris (Zorn & Enna. 1985). Toutefois. son

activité anxio lytique n 'a pas encore été étudiée . En ra ison de ses propriétés

antinociceptives. le SK&F-89976-A n'a donc pas été tes té dan s le test d'enfo uissement

défensif conditionné. mais dans le test de suppression néophobique de la prise de

boisson et dans le test de l'escalier ne faisant pas intervenir de composante

nociceptive. L'activité anticonvulsivante vis-à -vis du PTZ a également été évaul ée,

mais contrairement à Yunger et al . (1984). nous avons pris en compte la totalité de la

crise comportementale.

D an s ces conditions. le SK&F-89976-A a montré une activité

antico nv u ls ivante dose -dépendante . à des doses ne présentant pas d'effets

secondaires observables. alors qu'une myore laxation sévè re accompagnait les effets

anticonvu lsivants du DZ P. Cependant, contrairement au DZP, le SK&F-89976 -A

n'inhibait complètement les crises comportementales ainsi que Schwark & Haluska

(1986) et Heit & Schwark (1988) l'avaient observé. D'ap rès Heit & Schwark (1988). une

augmentation de quantité de GABA induite par les inhibiteurs de la recapture du

GABA dans des régions subcorticales telles que la substantia nigra serai t à l'origine

de l'activité anticonvu lsivante de cette catégorie de substances mais. comme l'act iv ité
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électrique localisée de crise ne passe pas par la voie nigrale, le médicament est

incapable de prévenir les composantes non généralisées de la crise.

En ce qui concerne l'activité anxiolytique. le SK&F-89976-A a montré une

activité anxiolytique n'atteignant cependant pas le seuil de significativité statistique

dans le test de suppression néophobique de la prise de boisson. Dans le test de

l'escalier. plus propice à la mise ne évidence d'effets secondaires. ce composé a

montré une activité sédative dose-dépendante.

Le SK&F-89976-A montre donc des propriétés anticonvulsivantes à des

doses plus élevées que le DZP et il n'entraîne pas une inhibition complète de la crise

comportementale . Il montre cependant moins d'effets secondaires que le DZP aux

doses anticonvulsivantes. Par ailleurs . il montre une activité sédative dose­

dépendante dans un test de situation libre tel que le test de l'escalier. procédure

sensible à la moindre activité secondaire. mais a tendance à augmenter la prise d'une

boisson non familière .

En conclusion. ces résultats suggèrent que le système GABAergique est le

site d'action de s effets anticonvulsivants des BZD et que l'activité anxiolytique des BZD

dépend au moins en partie du système GABAergique. mais que l'augmentation du taux

de GABA localisée aux synapses GABAergiques n'est pa s suffi sante pour produire

l'ensemble des activités de s BZD.

c. su:

1. Résultats comportementaux obtenus avec les SLC

Etant donné que les quantités de SLC dont nous di sposions étaient limitées.

ceux-ci n 'ont pu être évalués que dans 2 modèles. Le te st de l'escalier ayant permis

d 'obtenir rapidement des résultats reproductibles avec le DZP. il a été sélectionné

pour l'étude des effets anxiolytiques des SLC. Dans ce test, le DZP diminue les 2 types

de redressements sans diminuer le nombre de marches montées. De même. aucun des

SLC testés ne diminue le nombre de marches montées, le SLC 19 ayant même tendance

à l'augmenter. Par contre. les SLC provoquent une diminution significative soit des

redressements avec les pattes antérieures en l'air (SLCI3. 14. 18 et 19), soit des

redressements avec les pattes antérieures appuyées contre une paroi du dispositif

(SLC 15 et 17). mais jamais une diminution significative des 2 types de redressements

(Tableau 66). Le SLC13 produit le profil comportemental le plus proche de celui du

DZP puisqu'il diminue significativement le nombre total de redressements sans

affecter le nombre de marches montées. Ainsi, bien que les SLC soient dépourvus

d'effets sédatifs. contrairement au SK&F-89976-A. aucun des SLC. hormis le SLC13. n'a

montré une activité comparable à celle du DZP. On retrouve des résultats similaires
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dans . la littérature : Par exemple, chez des patients souffrant d'anxiété chronique. le

THIP. un agoniste GABAA spécifique. montre des effets anxiolytiques mais

accompagnés d'effets secondaires (Hoehn-Sar ic, 1983) alors que le progabide,

agoniste GABAA et GABAB, montre des effets anxiolytiques chez l'homme, mais ils

sont moins importants que ceux des BZD (dans Shephard , 1987). Enfin, le muscimol,

un autre agoniste GABAA. augmente les taux de réponses punies dans les tests de

conflit et augmente la prise de nourriture, lorsqu'il est administré directement dans

le cerveau. Par contre. dans le test de conflit choc électrique-boisson. Âgrno et al .

(1991) ont montré que les substances GABAergiques ne produisaient pas les mêmes

effets que le CDP et le DZP, et ont conclu que les récepteurs GABA n'étaient pas

impliqués dans les effets anticonflit des BZD. Le baclofène et le THIP. notamment, ne

montraient aucune activité anticonflit. Le SK&F-I00330-A. un inhibiteur de la

recapture du GABA. produisait des effets anticonflit à des doses ne réduisant pas

l'activité ambulatoire. mais n'avait plus d'effet à des doses supérieures.

contrairement au DZP qui avait des effets anxiolytiques à un dosage réduisant

l'activité ambulatoire ( Âgrno et al .. 1991). De plus. les effets du DZP n'étaient

antagonis és ni par la picrotoxine. ni par la bicuculline .

Quock et al. (1992) ont suggéré que les sites récepteurs des BZD étaient

impliqués dans la diminution des redressements dans le test de l'escalier. Par contre.

comme le montrent les effets produits par les SLC. une augmentation générale du

taux de GABA cérébral ne semble pas reproduire exactement l'ensemble des effets du

DZP dans le test de l'escalier et en particulier. une diminution des 2 types de

redressements. Dans le test d'enfouissement défensif conditionné. malgré le peu de

résultats significatifs obtenus. les SLC ont montré dans l'ensemble. une activité de

type anxiolytique sur tous les paramètres pris en compte. hormis le comportement

d'enfouissement. Ainsi. là encore. l'ensemble des effets du DZP ne peut être reproduit

avec une augmentation centrale du taux de GABA. Par conséquent, l'activité

anxiolytique des BZD dépend probablement du complexe récepteur GABA -BZD mais les

interactions au niveau de ce site semblent très complexes. De plus. ce site ne

constitue apparemment pas le seul site d'action des BZD. Puisque ni l'augmentation

synaptique du taux de GABA par le SK&F-89976-A. ni l'augmentation générale du taux

de GABA cérébral par les GABA-SLC. ne parviennent à reproduire la totalité des effets

comportementaux. des BZD. d'autres systèmes de neurotransmetteurs .doivent entrer

en jeu. Plusieurs systèmes sont des candidats potentiels. les systèmes sérotonergique,

dopaminergique. cholinergique. glycinergique et surtout le système sérotonergique.

La localisation du système GABA dans le cerveau est maintenant assez bien

décrite. De plus en plus. on observe des exemples de coexistence entre le GABA et des

peptides dans les mêmes neurones. Les recherches à venir devraient tenter de

prendre avantage de ces interactions, ce qui permettrait peut-être d'obtenir des
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subs tances GABA ergi qu es ayant des effe ts s péc ifiques d 'une ré gi on cé ré b ra le e t

ai nsi , m o in s d' effet s seconda ires.

En ce qui co ncerne le s ys tè me sé ro to ne rgiQ ue. L6pez-Rub al c ava et al.

( 1992) o n t s uggé ré un e in te rac t io n e n t re le s s ys tè mes G AB Aergiqu e e t

sé ro to nergi q ue au n iv e au de l'a cti vité anxio lyti q ue du DZP. Il s o n t montré que

l'alpr énolol , antagoni st e 5-HT, ai ns i qu e le flum azénil, antagoni st e du s ite réc epteu r

BZD. an tagon isaien t l' e ffet du DZP dan s le test de la boît e à doubl e com pa rtiment.

L6pez-Rubal cava & Fern àndez-Guas ti ( 1994) o nt montré qu 'une inte rac t io n en t re la

no rad ré naline e t la sérotoni ne - inte rve na it dan s les effe ts anxi ol ytiqu es des ago nis tes

5-HTI A. S ëd erp alm & En gel (1989) ont montré qu e le PCPA, inh ibi te ur de la syn thèse

de sé ro to n ine , diminuait les taux ce n tr aux de séro to n ine e t p rodui sait des ef fe ts

anticonfl it dans le test de suppress io n de la pr ise de boi sson par chocs é lec t riques e t

q ue ses effe ts c omp ortem ent au x, m ai s non ses effe ts bi ochimiqu e s , é ta ie n t

co mp lè teme nt antago nisés par le flum azénil e t la bicuculline. S ôderpalm & En gel

(199 1) o nt montré qu 'en détrui sant sé lec tive me nt les neu ron es sé ro to ne rgi q ues avec

un e neu roto xin e, on o bserva it, là enco re . un e act iv ité anxio ly tiq ue , an tagon isée par

la bi cu cu lline. Ma is dan s ce cas , le f1umazénil éta it inefficace . Les aute urs suggè re nt

que les effe ts anxio lyt iques , o bservés chez les rat s do nt les neuron es sérotone rgiq ues

so n t détruits. impliqu ent un e aug men ta t io n de la tran smi ssi on a u ni ve au du

com plexe récepteur GABA-BZD. Il s sug gè re nt don c l'exi st ence d 'une interac t ion

co mporteme n ta le en tre le sys tè me sé ro to ne rg iq ue et le comp lexe ré cepteur G ABA­

BZD. pe u t-ê t re par l ' interm édi aire d 'un e in te rac tio n neuron al e d i recte, c 'est-à- d i re

une inhi b it io n de la lib érat ion de GAB A par le s neuron es 5-HT, o u p ar

neurom odul ati on (Sô de rp al m & En ge l, 1989 ). Fern ând ez-Gu as t i & L épe z-Rubalcava

(1990) ont pr éci sé qu e le récepte u r 5-HTl A inte rve na it dan s l' acti vité anx io ly tiq ue .

Hod ge s & Green (1984) ont montré que les effe ts an ticonfli ts du C D P dan s un e

pro cédure de co n fl it cond itio nné , impl iquaient un e aug mentat io n de la tr an smiss ion

GABAerg iqu e et un e d im inut ion de la tran smi ssi on sé ro to ne rg ique .

De nombreu ses études ont mi s en év idence des interac tio ns tr ès com plexes

e n t re diffé re nts systè mes de ne uro t ra ns mette u rs d an s le s gang lions bas a u x .

notamm ent les systè mes dopaminerg iQue . G AB AergiQue e t c ho l i ne rg ique (Chase &

W alters. 197 6) . Ces interacti on s ont é té tr ès largem ent étudiées, avec l'intention de

mi eux compre ndre les méc ani sm es qui so us -tendent la sc hizo ph ré n ie. la m al ad ie de

Park in son e t d 'autres sy nd ro mes, et de dév el opper de nou vell es s t ra tégies pour le

tr a it em ent de ces ma la dies g raves. On s'est be aucoup in té ressé au x neurone s

dop am in ergique s du ni gro striatum q ui font partie d e la v oi e rétroacti v e

ni gro s tri atal e. c 'es t-à- di re la voi e ex t ra py ra m ida le. L e s neurone s GABA du

nigrostri atum co ns t itue nt un e gra nde part ie de ce tte voie e t se terminent dans la
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subs tantia nigra p ars reticulata, probabl em ent sur des neuron es cho line rg iq ues . On

pen se qu e le s neuron es dop aminergiques de ce systè me qu i pr ennent leur o rig ine

dans la subs ta ntia nigra pars co mp ac ta , ai ns i qu e le s neurones dop amin ergiques

m ésolirnbiques, so nt so us co ntrô le inhib ite ur GAB Aerg iqu e (Chase & W altcrs, 197 6) .

Ces as pec ts o n t favo risé la re ch erch e de thé rap ies G ABA -st imul ante s d ans le

tr a it em en t de la sc hizo phré nie. et par co nséq ue nt. le THIP a été la rgem ent é tud ié

dan s d ifférents mod èl es an ima ux .

Les in teracti on s en tre le THIP e t les sys tè mes dop amine rgiqu es o n t

not amment é té é tudiées chez le sing e. Le profil pha rmaco log ique co mp lexe du THIP

chez ce t an ima l éta it , dans une ce rtai ne mesure. simila ire à ce lui du DZP et on en a

co ncl u qu e le THIP aurai t p rob abl ement des effe ts th érap eut iqu e s limité s dans

di fférents typ es de dy skinésies. Le THIP s'es t d'ailleurs révé lé ineffi c ace vi s- à-vi s des

sy m ptô mes de pati ents dyskin étiques (da ns Krogsgaard -La rse n et al., 19 88a).

Le sys tè me GABAergiqu e se m ble éga le me nt pr é senter des in te rac ti on s

avec le s ys tè me g ly cin erg iqu e. Il é ta it gé né ra le me nt admis qu e le s deu x

neurotransm etteurs inhi b iteurs . le GABA et la glyc ine. opé ra ient par des sys tèmes de

récepteu rs d iff éren ts . Ces deu x sys tè mes so n t im pliqu és da ns le con trô le des

mécani sm es neu ronau x da ns le ce rveau et da ns la moell e épin ière . mais . le GA BA es t

le neurotransm etteur inhibiteur le plu s important dan s le s rég io ns supras pi na les d u

SNC. alors qu e la g lyc ine a un rôl e domin ant s im ilai re d an s la moell e épin iè re .

Ce pe ndan t. des interact ion s fo nc t io nne lles en tre le G ABA e t la g lyc ine on t é té

déc ri tes p lus ieurs fo is. en partic ulier dans certaines régi on s cé ré brales ( Braestrup et

a l .. 1986) e t d'après des expé riences élec tro phys io log iques. le GAB A e t la g lyc ine

partageraient le mê me ca na l CI- (Ba rke r & McBumey, 197 9) .

Il Y a égale me n t plu si eurs e xempl es de "simil ar it és ph armacol ogiqu es"

entre le s mé cani sm es de récept eurs glyc ine et GABA . Ain si . ce rta ins co m posés so nt

des an tagoni st es GAB A et g lycine à peu près aussi efficaces. et des modi fic ati on s

mi neu res d' ago n is tes GABA A donnent so uve nt des co mposés ayant des prop ri ét és

d'antagoni st es g lyc ine ( Voir chapitre 1). Au cou rs des derni ères années. plu si eu rs

inte racti on s ph arm acol ogiques entre les méc ani smes des récepteurs GABA e t glyc ine

ont été décrites. Par exe mple . les inhib ite urs de la GABA-T et la glycine ont des effe ts

ant ic onv ulsiv an ts sy ne rg iq ues, de mêm e . la g lycine amp lifie l 'e ffet prot ecteur du

mu scim ol vi s- à-vi s de crises ind uites par un e attei n te de la neurotran smis si on

GAB Ae rgiqu e (da ns Krog sga ard-Larsen et al.. 19 88a) . La g lyci ne . lorsqu'elle es t

admi nis trée conjoi n te ment avec le THPO. inhibi te ur de la recap tu re du GAB A.

aug me nte les effe ts an ticonv uls ivants de ce derni er (da ns Kro gsgaard-Larsen et al..

19 88a). Les mécan ism es qu i so us- te nde n t ces effets syne rgi q ues so n t enco re

inc onnus . il pou rrait s'agi r d 'une interacti on entre les récepteu rs GABAA et les

récepteurs g lyc ine act ivés. peu t- être par l'intermédi aire d'un cana l CI- qui pourrait
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être partagé par ces récepteurs (Barker & McBumey. 1979) . Dans le cas du THPO. qui.

en plus de son effet sur la recapture du GABA. a des propriétés d'antagoniste glycine

très faibles. il est possible que l'abolition de cette faible activité par la glycine soit

suffisante pour expliquer l'augmentation de l'effet anticonvulsivant du THPO

résultant de son inhibition de la recapture gliale de GABA. Le THIP se lie également

très faiblement au récepteur glycine (Braestrup et al.. 1986). peut-être comme

antagoniste. et son effet antiépileptique curieusement faible pourrait s'expliquer en

partie par un faible effet anti-glycine qui réduirait l'effet inhibiteur résultant de

l'activation des récepteurs GABA A. Toutefois. le faible effet antiépileptique du TH1P

pourrait également refléter le fait que l'hyperpolarisation - prolongée des membranes

neuronales. due à l'activation efficace et soutenue par des agonistes GABA A. serait

trop "non-physiologique" pour provoquer l'effet inhibiteur souhaité. et serait

partiellement abolie par des mécanismes' compen sateurs encore inconnu s

(Krogsgaard-Larsen et al .. 1988a).

Gray (1988) a émis une intéressante théorie concernant les systèmes

cérébraux impliqués dans l'activité des substances anxiolytiques. Les BZD facilitent

l'action du GABA sur les récepteurs GABAA et augmentent donc l'inhibition

GABAergique . Elles agiraient de cette manière dans tous le s circuits qui sont activ és

dans une situation donnée. La réduction sélective de l'anxiété reposerait donc sur la

situation anxiogène. et non pas principalement sur le profil neurochimique de la

subs tance . Selon cette théorie. chez l'animal non drogué. le stress induirait une

augmentation de l 'activité de fibres noradrénergique s et s é ro to ne rg iq ue s

ascendantes. qui augmenterait la capacité d'analy se de l'information du sys tè me

septo-hippocarnpal et de son circuit associé . le c ircuit de Papez. Cette capacité serait

mise au service de l'analyse de la menace. Le principal mode d'action des

anxiolytiques connus. serait de renverser l'augmentation d 'activité des fibre s

noradrénergiques et sérotonergiques ascendantes . Celle action des agents

anxiolytiques semblerait modulée par les récepteurs GABAergiques situés à la fois.

sur les corps cellulaires concernés (dans le locus coeruleus et les noyaux du raphé

médian) et sur les terminaisons dans le cerveau antérieur. Mais quelles seraient les

fonction s de ce système et par conséquent. quels processus cognitifs seraient altérés

par les substances anxiolytiques ? A cette question. Gray (1988) répond que le

système septo-hippocarnpal, avec d'autres structures comme le circuit de Papez ,

agirait comme un comparateur. c'est-à-dire qu'il prédirait l'état dans lequel se

trouverait le monde de l'animal dans l'instant suivant (approximativement 0.1 s) et

comparerait cette prédiction avec l'état actuel de l'environnement. tel qu'il est décrit

par les données entrées dans le système septo-hippocampal à partir des systèmes

d'analyse néocorticaux via le cortex entorhinal. En même temps que les prédictions.

le système ferait appel à la description des régularités observées précédemment (ex :
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sti m ulus - ré po nse) stockées dan s le lob e temporal et au programm e moteur en co urs

chez l'animal e t envoyé du co rtex pr é fro nt al au co rtex entorh in al e t au gy rus

cing u lai re. Dan s le cas o ù l'év ènement pr ésent co rres pond rai t à la prédiction . le

systè me co n tinuera it en "mo de vé rificatio n" afin de faire la pr éd iction s uiva nte . e t le

con trô le du compo rte me nt se ra it maintenu dan s d'au tres systèmes cé ré b ra ux Si par

co n tre . l 'évèn ement présent ne co rres ponda it pa s à la pr édi cti on o u s i l' évèn ement

pr éd it é ta it ave rs if (ex : punition ou non récompen se) . alors le systè me passerait en

"mo de co ntrô le ", pren drait le co nt rôle du co mpo rte me nt et mettra it en fon cti on les

messages du sys tè me d'inhibiti on co m po rt e me n ta le . ces me ss age s é ta n t un e

inhibi tio n co m po rte menta le e t un e aug me ntat io n de l'attention e t de l' e xcitati on .

Comment. d an s ces co ndi t io ns . les anxio ly t iq ues affecterai ent-il s les sy m ptô mes

clin iques de l' an x iét é ? Touj ou rs se lo n Gray (1988 ). les ac tivi tés d'in fo rm ati on et

d'analyse du sys tè me sep to -hi ppocampa l sera ien t mises au se rv ice de l' ét at d 'an xi ét é.

par l' interm édiaire d 'un e aug me nta t io n de l' act iv it é mono amine rgiqu e asce nda n te

induite pa r le s tress. En "mode vé ri fi c at ion ", ces ac tiv i tés p ro voqu erai ent

l'app ar it ion du typ e de sy mptô me cogn it if observé le plus c lai re me nt d ans les

synd rô mes obs ess io nne ls -compuls ifs (vé ri Iic a tio n excessi ve d'un s tress potentiel)

en "mo de co ntrô le" . ils p ro voqu eraient l'appari ti on des sy mptômes compo rte me nta ux

co nn us . co m me le s ph obi e s. De plu s. l 'in flu en ce d es cend ante d es f i b res

no radrén ergiqu e s e n p ro ve n ance du locu s coe ru le us se ra i t re spon sabl e d es

sy mptômes autono mes de l'anxié té . Tou s ces sy mp tômes pourraient do nc ê tre affec tés

par un traitem ent anx io ly t iq ue. pui squ e ces s ubs tances réduira ient l' act ivit é

mon o amin e rgique (p lus p réc isé me n t noradrénergiqu e e t séro to ne rg iq ue) in d u i te

par le st ress.

Cette th éor ie fai t donc intervenir de nomb reu x neurotran sm etteurs et

perm et d'ex pliq ue r po urquo i le fa it d 'affect er un se ul systè me de neu rotran sm e tteu rs

ne p roduit pas forcém ent l'ense mb le des effe ts des BZD . Toute foi s. d'après cette

théorie. le seul site d' act ion des BZD se rait le complexe récep teur GABA-BZD. ce qui ne

fa it pas l'unanimité.

2. An aly se par rapport aux cara ct éri stiques chim iques des SLC

Le principe des SLC a été appliqué à de nombreuses ca tégo ries de co mposés

ant ituruora ux , anti virau x . sté roïdes . e tc ... ( revue dan s Bod o r & Brewster. 1991 ).

Récem ment. un SLC t ra ns po rta nt de l'oe stradiol a é té é tudié en th é rap eu tiqu e

hum aine o ù i l ind uisa it. aprè s inject ion in t ra ve ine use . un e diminution do se­

dé penda nte de la lutéotroph ine chez des femmes mén op au sées (Bo do r & Brewst er.

1991 ). Ces résultats sont très intéressants ca r ils valident le co ncept de cib lage ve rs le

ce rveau basé sur des tr an sp orteurs de type dih ydropyridine. Cependant. ces

co mposés ne son t pas enco re adm inis tra bles orale men t en raison de leur in stabil ité .
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Le SLCI 4 , très inst abl e. co ntient le ty pe de transporteur le plu s util isé dans la

litté rature. Il prése nte un t!. log P défavorabl e (Ta blea u 16) e t s'avè re effec tiveme nt

inac ti f dans le test de l'escalier. Le SLC1 3 est le composé le plu s stable parmi ce ux que

nou s avons ét ud iés, il es t not amm en t beaucoup pl us stable à l'air qu e le SLC 14

(Linger, 1992 ). De plus. il montre le t!.logP le plus favo rable, parmi les 6 SLC étudiés

(Ta blea u 16). C'est le seul co mposé ayant montré une activité anxioly tique dans le test

de l'escal ier aux doses testées.

Le SLC 13 montre ce penda nt des effets toxiqu es, à des doses proch es des

doses efficac es. Mais, les SLC1 8 et 19. des molécul es très proches du SLC 13 montrent

une toxicité beaucoup plu s faible que le SLCI 3, le SLC1 8 étant d' aill eurs totalement

dépourvu de toxicité aux doses testées. De plus. par voie i.p . ou p.o.. la toxi cité se ra

probabl em ent fortem ent diminuée par rappo rt à l'admini strati on i.v. qu e nou s avon s

employée . Les probl èm es de toxi cité devraient donc être fac ile me nt résolus. Il es t à

not er qu e la tr an s form ati on de la l -méth yl -4 -ph ényl -I .2. 3.6-t étrah ydropyridin e

(MPTP) en io n I -m éth yl- 4-ph én ylpyr id in ium (MP P+) . un métab ol ite ncu rotoxiqu e,

imp liqué dan s le déve loppe me nt du Parkinsoni sme . montre ce rtai nes ressembl an ces

avec le co ncept gé néra l des SLC. De plu s. les N -m é th yl t ra ns féra se s . p rése n tes

notamment da ns le foie et le cerveau. induisent la co nversion pa r ru éth yl ation , de

certai nes py ridines pré se ntes dan s l 'en vironn em ent en pyr idiniu ms q ua te rna ires

toxi q ues (Ans he r et al.. 1986). En effe t. la m éth yl at ion du 4,4 '-d ipy ridy l, un e

py rid ine , donne naissance à 2 mét abolites toxiqu es qu i provoq uent un e hém orragie

pulmonaire après une dose unique (da ns Anshe r et al.. 1986). 11 semb le rai t donc qu e

la toxic ité de ces molécul es soi t lié e à la rn éthylati on par les méth ylt ransfér ases. Ces

obse rva tio ns cons titue n t un e expli cation possibl e de la toxi cité obse rvée avec les

SLC1 3 et 19.

Les résultat s compo rteme nta ux obtenus avec les SLC suggè ren t que les

par amètres physi co-ch irn iq ues défini s par Lin get (1992) , en part icu lier le t!.l0 g P .

se mb le nt co rré la bles à l'acti vité co mpo rte me nta le et qu 'il devrait ê tre possibl e

d'augmente r la stabilité des composés de type SLC tout en co nse rva nt leurs propri étés

de tr ansport de subs tances ac tives, spécifique men t ve rs le sys tème ner veu x ce ntral,

com me l'a dém ont ré le SLCI3. L'utili sat ion cli nique de ces subs ta nces devr a

obligatoirement passe r par une aug menta tion de leu r s ta bilité . En co nséq ue nce le

dével oppem ent de ces systèmes de transp ort devra, à l'avenir. pr endr e ces do nnées

en co mpte . afin d'obten ir des formes aisé me nt adminis tra bles .

III. CONCLUSION GENERALE

Le but de ce travail était de tester la va leur foncti onn ell e des sys tèmes de

di stribution spécifique me nt cé réb rale du GABA . L'effi cacité de ces sys tè mes a été
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largement étudiée sur le plan biochimique mais il restait à confirmer leur efficacité

sur le plan comportemental.

Le SK&F-89976-A, inhibiteur de la recapture du GABA, est capable de

traverser la BHE. Cette substance a été choisie par rapport au GABA proprement dit

parce que le dosage du GABA est rendu complexe par la part endogène . Sur le plan

comportemental, une augmentation du taux de GABA central que ce soit par

inhibition de recapture ou par transport devrait provoquer des effets de type BZD. Ce

sont ces effets que les te st s, expérimentés avec le DZP et le SK&F-89976-A, ont

recherché préférentiellement.

Nous avons, dans · un premier temps, sélectionné quatre tests (t ro is tests

purement comportementaux et un test plutôt neu rophysiologique) et nous les avon s

appliqué à deux souches de rats, Wistar et Long-Evans, dont les niveaux d'activité sont

très différents. L'en semble des résultats obtenus dans ces expériences préliminaires.

a permis la vérification des effets anticonvu lsivants du DZP et du SK&F-89976-A, le

DZP étant plus pui ssant que le SK&F-89976-A. Ma is, le SK&F-89976-A qui sembl ait

dépourvu d 'effets secondaire s ob servable s aux dose s anticonvulsivante s

contrairement au DZP, a montré une activité sédative dose-dépendante dan s le test de

l'escal ie r et très peu d'activité dans le test de suppression néophobique de la prise de

boisson . Cet inhibiteur de la recaptu re du GABA représente donc une nouvelle

famille de composés anticonvul sivants mais il présente des effets sédatifs et semble

dépourvu d'effets anxiolytiques .

L'activité anxiolytique des BZD dépend donc en partie du sy s tè me

GABAergique, mais d'autres systèmes de neurotransmetteu rs doivent également

intervenir. En ce qui concerne les propriétés anticonvulsivantes des BZD, nous avons

mis en évidence une implication directe du GABA . En effet, nous avons montré que le

SK&F-89976-A, inhibiteur de la recapture du GABA traversant la BHE , présentait

comme le DZP . des propriétés anticonvulsivantes vis-à-vis du PTZ. Les propriétés

anticonvulsivantes de cet inhibiteur de la recapture du GABA étai ent cependant

moins é tendues que celle de la BZD qui était capable d'inhiber totalement le s

convulsions induites par le PTZ, alors que le SK&F-89976-A réduisait l 'intensité des

crises sans les éliminer. Le SLC 13, quant à lui, a permis la mise en évidence d'effets

anxiolytiques comparables à ceux du DZP.

En conclusion, il apparaît que le système GABAergique intervient à la foi s

dans les effets anxio lytique et anticonvulsivant des BZD. mais qu'il ne représente

probablement qu'une partie des sites d 'action des BZD puisque ni l'augmentation

spécifiquement synaptique du taux de GABA par le SK&F-89976-A, ni l'appo rt de GABA

exogène dans tout le SNC par l'intermédiaire de SLC, n 'a permis d'obtenir la totalité

des effets des BZD.
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