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ABREVIATIONS

5-HT : sérotonine

o-MSH : alpha-mélanocortine

ACTH : corticotrophine

ADN : acide désoxyribonucléique

AGRP : agouti-related peptide

AMPec : adénosine monophosphate cyclique
ARNhn : acide ribonucléique hétéronucléaire
ARNm : acide ribonucléique messager

CART : cocaine- and amphetamine regulated
transcript

CBG : corticosterone-binding globuline,
protéine de transport des corticostéroides

CCK : cholécystokinine

CORT : corticostérone

CRH : corticolibérine

CRH-R1 : récepteur(s) a CRH du type 1

CRH-R2 : récepteur(s) a CRH du type 2

dF : dexfenfluramine

dNF : dexnorfenfluramine

EBDS : eau bidistillée stérile

EM : éminence médiane

EME : éminence médiane externe

EMI : éminence médiane interne

GABA : acide gamma-aminobutyrique

GH : hormone de croissance

GLP-1 : glucagon-like peptide 1

GnRH : gonadolibérine

ip : intrapéritonéal

HD : hypothalamus dorsal

HPF ; hypothalamus périfornical

HL : hypothalamus latéral

(période) HRS: période d’hypo-réponse aux
stimuli stressants

ICC : immunocytochimie

JF : jour foctal

JPN : jour postnatal

LCR : liquide céphalo-rachidien

LH : hormone lutéotrope

MCH : hormone de mélanoconcentration

MC-R2 : récepteurs aux mélanocortines du
type 2
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MC-R4 : récepteurs aux mélanocortines du
type 4
NArec : noyau arqué

NDM : noyau dorsomédian de
I’hypothalamus

NGFI-B : nerve growth factor-induced gene
B

NPV : noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus

NPY : neuropeptide Y

NSCh : noyau suprachiasmatique
NSEP : (rats) non séparés de la mére
NSO : noyau supraoptique

NTS : noyau du tractus solitaire

NVM : noyau ventromédian de
I’hypothalamus

PAP : peroxydase anti-peroxydase

POMC : proopiomélanocortine

PRL : prolactine

RG : récepteur(s) aux glucocorticoides (type
II de récepteurs aux corticostéroides)

RM : récepteur(s) aux minéralocorticoides
(type I de récepteurs aux corticostéroides)

SDS : sodium-dodecyl-sulphate

SEM : erreur standard de la moyenne
(standard error of the mean)

SEP : (rats) séparés de la mére pour 24 heures
soit entre le JPN 5 et 6, soit entre le JPN 14
et 15

SEP14 : (rats) séparés de la mére pour 24
heures entre le JPN 14 et 15

SEPS : (rats) séparés de la mére pour 24
heures entre le JPN S et 6

SSC : solution contenant 150 mM NaCl et 15
mM C6H5Na

TdT : terminal désoxynucléotidyl transférase

(récepteur) V1a : récepteur a vasopressine du
type la

(récepteur) V1b : récepteur 4 vasopressine du
type 1b
VP : vasopressine



Introduction

INTRODUCTION

A T’age précoce, le cerveau posséde une plasticité importante, ce qui le rend trés
sensible a la programmation environnementale prénatale ou postnatale. Cette programmation
peut modifier de nombreux systémes du cerveau, et ainsi influencer la réactivité de
I’organisme aux stimuli stressants, ses réactions comportementales face a des situations
nouvelles, mais aussi le cours du vieillissement.

Les effets des événements périnatals peuvent étre trés divergents selon la nature plus
ou moins invasive de la stimulation. La stimulation néonatale de 1’animal par une
manipulation (handling) ou par les soins de la mére induit, & 1’age adulte, une diminution de
la réponse corticotrope, une diminution de la peur face & la nouveauté et protege par un effet
neuroprotecteur 1’organisme des déficits d’apprentissage liés a I’ge [1-3]. Au contraire, la
séparation prolongée de la mere peut avoir des effets néfastes a 1’4ge adulte, notamment une
augmentation de la réponse corticotrope, et une augmentation des déficits de mémoire li€s a
I’age [4, 5].

La fonction principale du systéme corticotrope est d’assurer la réponse de
’organisme aux facteurs de stress, mais il joue également un réle important dans la régulation
de nombreuses fonctions physiologiques, dont la prise alimentaire, ['anxiété et
I’apprentissage. Puisque 1’axe corticotrope est particuliérement sensible a la programmation
périnatale, la régulation de toutes ces fonctions physiologiques peut étre modifiée par des
facteurs néonatals de 1’environnement.

La réactivité du systéme corticotrope étant déterminée autant par des facteurs
génétiques que par des facteurs environnementaux, en particulier périnatals, la conjonction de
ces deux facteurs peut étre responsable de la provocation ou I’exacerbation de nombreuses
perturbations physiologiques et psychologiques liées au stress. Ces perturbations peuvent
survenir chez I’homme comme chez 1’animal, et comprennent non seulement des maladies
psychosomatiques classiques, mais aussi des maladies immunitaires, cardio-vasculaires et des

maladies affectives comme la dépression ou des troubles alimentaires [6a,b,c].
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

L’objectif de ce travail était d’explorer les effets persistants de la perturbation
précoce de ’axe corticotrope en utilisant un modéle animal du stress néonatal : la séparation
maternelle de 24 heures du rat. Nous avons introduit la séparation &2 deux moments du

éme

développement : le 57 jour postnatal, quand le rat traverse une période d’hypo-réponse aux

stimuli stressants, et le 14°™ jour postnatal, quand cette période est terminée et la réponse aux
stimuli stressants est similaire 4 celle des adultes.

Nous avons dans un premier temps évalué la réponse des différents niveaux du
systeme corticotrope des jeunes rats aux stimuli stressants qui composent la séparation
maternelle. Ensuite, nous avons étudié les effets persistants de la séparation maternelle sur
I’axe corticotrope chez les rats adultes. Notre hypothése de travail était que la séparation
maternelle de 24 heures aurait des effets importants & court et a long terme sur le systéme
corticotrope des rats, et que ces effets seraient moins importants ou inexistants si la séparation
est faite pendant la période d’hyporéponse de I'axe corticotrope. Finalement, nous nous
sommies intéressés aux effets que les modifications de ’axe corticotrope ou d’autres systémes
du cerveau peuvent avoir sur le comportement alimentaire. Dans ce cadre, notre hypothése de
travail était que la séparation maternelle de 24 heures induirait une modification du
comportement alimentaire.

Le but ultime de ce travail €tait d’établir si la séparation maternelle peut servir de
modéle animal pour explorer les mécanismes menant au développement des troubles

alimentaires et de la dépression chez "homme.
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1 Fonctionnement ef développement de I’axe corticotrope

I.1 Fonctionnement de 1’axe corticotrope

Les actions qui perturbent ’homéostasie de 1’organisme sont appelées facteurs de
stress ou stimuli stressants (stressors en anglais). Le stress est la réaction de 1’organisme aux
facteurs de stress ; cette réaction vise a rétablir ’homeéostasie.

Les facteurs de stress peuvent étre classés en deux catégories, différant dans leur
nature [7]. La premiére catégoric comprend les facteurs de stress “ neurogéniques ”, qui sont
émotionnels et/ou psychologiques, comme la contention (restraint), un nouvel environnement
ou la peur. La deuxiéme catégorie comprend les facteurs de stress “ systémiques ”, qui sont
physiques et menacent directement la survie, comme une perte de sang, une anesthésie ou le
froid.

L’organisme réagit aux facteurs de stress par des réponses endocriniennes, qui
déclenchent dans divers tissus de l’organisme les actions nécessaires au rétablissement de
I’homéostasie. Les réponses endocriniennes aux facteurs de stress comprennent deux
“vagues ”. La premiére vague, qui survient en quelques secondes, est constituée de (1)
I’augmentation de la sécrétion de catécholamines du systeéme nerveux sympathique ; (2) la
libération par les neurones hypothalamiques de la corticolibérine (CRH) et de la vasopressine
(VP), et 10 secondes plus tard, "augmentation de la sécrétion de la corticotrophine (ACTH)
hypophysaire ; (3) la diminution de la libération de la gonadolibérine (GnRH) de
I’hypothalamus, et dans un court laps de temps, la diminution de la sécrétion des
gonadotrophines de I’hypophyse ; (4) 1a sécrétion de la prolactine (PRL) et, chez les primates,
de I’hormone de croissance (GH) de ’hypophyse, ainsi que la sécrétion du glucagon du
pancréas. La deuxiéme vague est plus lente, et comprend ["augmentation de la sécrétion de
glucocorticoides et 1a diminution de la sécrétion de stéroides gonadiques [8].

Conformément 3 leur apparition, ’action de ces changements endocriniens sur les
tissus cibles se déroule également selon une cinétique dans le temps. En particulier, les
hormones de la premiere vague induisent la plupart de leurs effets par des cascades rapides de
seconds messagers, et agissent en quelques secondes, ou au plus, en quelques minutes. Par

contre, puisque la plupart des actions de stéroides sont génomiques, peu d’actions de
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glucocorticoides sont identifiables moins d’une heure avant I’application du stress, et les
conséquences de la diminution des niveaux de stéroides gonadiques n’apparait pas avant
plusieurs heures [8].

Le systéme corticotrope représente une voie finale commune a tous les types de
stimuli stressants (qu’ils soient neurogéniques ou systémiques). Il est composé (Figure 1) : (1)
des neurones du noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (NPV), qui représentent la voie
finale commune pour I’intégration de la réponse aux stimuli stressants dans le cerveau, qui
sécrétent la CRH et, pour une partie d’entre eux, la VP ; (2) : des cellules corticotropes de
I’hypophyse, qui sécrétent I’ ACTH en réponse a la stimulation par la CRH et la VP ; (3) des
cellules de la corticosurrénale, qui sécrétent des glucocorticoides en réponse a la stimulation

par ’ACTH. La réponse de I’axe corticotrope aux facteurs de stress sera détaillée plus loin,

* I RM RM
. hippocampe amygdale
RG
} i |
-+
RG NSCh tronc cér. RG |«
VP/CRH
hypophyse |
RG
ACTH
corticostéroide , [ corticostéroide
surrénal

Figure 1. Organisation de I’axe corticotrope, et les éléments majeurs de sa régulation [9].

L’axe corticotrope montre a tous les niveaux un rythme nycthéméral, avec un pic
d’activité au début de la période active. Le pic des taux circulants de glucocorticoides au
début de la période active est précédé de 3 4 4 heures par une expression et une sécrétion
élevées de la CRH dans le NPV, suivies par une augmentation de la libération de la CRH vers

I’hypophyse. Ce rythme est contrdlé d’une part par des actions rétrocontrble des
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glucocorticoides a tous les niveaux de P’axe corticotrope, et d’autre part par le noyau

suprachiasmatique (NSCh) et I"hippocampe [10] (Figure 1).

1.1.1  Circuits centraux controlant l'axe corticotrope

Des structures cérébrales impliquées dans ’éveil et le traitement de P'information
participent dans la régulation de ’axe corticotrope (Figure 1). Les facteurs de stress
“ neurogéniques ” activent les aires corticales et limbiques {cortex préfrontal, hippocampe,
amygdale) qui vont stimuler 1’axe corticotrope. Les facteurs de stress “ systémiques ” activent
I’axe corticotrope par la voie ascendante catécholaminergique du tronc cérébral en
contournant le traitement cognitif. Le NSCh transmet au NPV son activité pacemaker
excitatrice et inhibitrice : cette action est également modulée par des corticostéroides. (Le
NSCh régule également, par des projections spinales, le rythme circadien de la sensibilité des
swrrénales 3 ’ACTH et leur sécrétion de corticostéroides.) Les neurones GABA-ergiques de
Phypothalamus et de I’aire préoptique inhibent directement 1’activité du NPV. Ces trois
systemes sont régulés par les récepteurs aux glucocorticoides (RG) [9].

Des afférences limbiques du NPV ainsi que les neurones GABA de I’hypothalamus
(qui inhibent I’activité de 1’axe corticotrope) expriment, en plus des RG, des niveaux élevés
de récepteurs aux minéralocorticoides (RM). Les afférences issues de [’hippocampe
augmentent ’activité GABA-ergique de "hypothalamus, en supprimant D’activité de ’axe
corticotrope. A l'inverse, les afférences venant de ’amygdale diminuent I’activité GABA-

ergique de ’hypothalamus, en stimulant (par désinhibition) I’activité de I’axe corticotrope.

1.1.2  Noyau paraventriculaire : CRH, VP

La CRH et la VP sont donc les deux neuromédiateurs majeurs des NPV impliqués

dans la mise en jeu du systéme corticotrope.

La CRH est un peptide de 41 acides aminés [11]. Des neurones de 1’axe corticotrope
sécrétant la CRH sont situés dans ia subdivision dorsale médiale de la partie parvocellulaire

du NPV [12], et dans d’autres sites cérébraux — noyau central de I’'amygdale, noyaux du lit de
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la strie terminale — qui sont impliqués dans le traitement cognitif des informations stressantes
[13].

La CRH produite dans le NPV stimule par ses voies neuroendocriniennes la
sécrétion de I’ACTH, la transcription de la proopiomélanocortine (POMC) et les mitoses des
cellules corticotropes de I’hypophyse [14]. De plus, elle contribue directement, sans la
participation de I’ACTH, donc par des voies paracrines, a [’activation du systéme
sympathique pendant la réponse stress, et stimule ainsi la réponse cardio-vasculaire au stress
[8]. La localisation immunohistochimique de la CRH démontre une distribution extra-
hypothalamique large dans fe systéme nerveux central, ot elle produit de nombreux effets
autonomes, €électrophysiologiques et comportementaux qui sont bien compatibles avec un rdle
neurotransmetteur ou neuromodulateur dans le cerveau [15].

La CRH exerce ses effets par 1’activation de récepteurs liés anx protéines G. Deux
types de récepteurs a CRH ont été clonés : le type 1 (CRH-R1) et le type 2 (CRH-R2), pour
lequel une variante courte et longue ont €té distinguées (sous-types CRH-R2a et CRH-R2[ ;
revue [16]). Le CRH-R1, qui transmet les actions de la CRH aux cellules corticotropes de
I’hypophyse, est largement distribué dans le cerveau, alors que le CRH-R2a est localisé dans
des régions plus restreintes, notamment dans la région limbique (les CRH-R2p n’ont pas été
localisés dans les éléments neuronaux {16, 17]). Le CRH-R1 est li¢ & une protéine G qui
active la voie de signalisation adénylate-cyclase — protéine-kinase A [18-20]. La voie de
signalisation protéine-kinase C joue également un rdle important dans 1’effet de la CRH [21,
221

Il a été établi dans diverses conditions expérimentales qu’il n’existe pas de
corrélation entre la sensibilité de Ihypophyse aux stimuli stressants et le hombre de
récepteurs @ CRH de I'hypophyse [14]. Par conséquent, le nombre de ces récepteurs n'est pas
un facteur majeur déterminant la réponse hypophysaire aux stimuli stressants, et une réponse

ACTH complete peut étre induite par 'occupation partielle des récepteurs.

La VP (aussi appelée hormone antidiurétique) est un nonapeptide produit dans les
noyaux hypothalamiques paraventriculaires et supraoptiques. IL.a VP participant dans la
régulation de la sécrétion de I’ACTH provient de la partie parvocellulaire du NPV, Elle est
sécrétée dans les capillaires portes de "hypophyse & partir des terminaisons axonales de la

lame externe de I’éminence médiane (EM) [23].
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La VP seule est un stimulus faible de la sécrétion de 1’ACTH, mais elle amplifie
fortement 1’action de la CRH. Le mécanisme de la synergie entre la CRH et la VP comprend
une potentialisation, relayée par la protéine kinase C, de la production de I’AMPc stimulee
par la CRH et par d’autres mécanismes [24]. En plus de son role de régulateur de la fonction
des cellules corticotropes, la VP participe au métabolisme de fluides. Dans certaines
conditions, I’augmentation de la VP d’origine magnocellulaire (participant généralement a la
régulation du métabolisme des fluides) peut aussi faciliter la séerétion de I’ACTH par
I’hypophyse [24].

La VP active trois types majeurs de récepteurs (V1a,b et V2), qui sont codés par des
genes différents. Les récepteurs situés dans P"hypophyse, du type V1b, participent a la réponse
aux stimuli stressants, et leur activité est liée a ’activation de la phospholipase C [24]. La
régulation de récepteurs V1b dans I’hypophyse joue un réle important dans la sensibilité des
cellules corticotropes, puisqu’il existe une bonne corrélation entre le contenu en récepteurs de

I’hypophyse et les réponses ACTH [25].

Un stress aigu stimule la libération de CRH et de VP de I’EM dans la circulation
porte de T’hypophyse et augmente I’expression des deux peptides dans les neurones
parvocellulaires du NPV [24]. Quel que soit le stimulus stressant utilisé, on observe d’abord
une augmentation trés rapide de la quantité du transcrit primaire (ARNhn) de la CRH et de la
VP, qui est suivie par une augmentation plus lente de 'expression de leurs ARNm,
significative 1 ou 2 h aprés le début du stress [24]. L’augmentation des ARN de VP est
retardée par rapport a celle des ARN de CRH, et elle est due a la fois a ’augmentation de la
densité des transcrits et 4 ’augmentation de nombre de cellules parvocellulaires exprimant
P’ARNhn et ’ARNm de la VP [26].

La mesure des changements d’ARNhn a révélé que la cinétique de 1’activation de la
transcription de la CRH et de la VP peut étre différente, et que chacune dépend du paradigme
de stress utilisé [24, 27]. Ceci démontre que 1’expression de ces génes est régulée par
différentes voies de signalisation et par différents facteurs de transcription.

La réponse ACTH diminue dans la plupart des cas aprés une exposition chronique ou
répétée au méme type de stimulus stressant (stress homotypique), comme dans le cas de la
contention. Elle peut aussi rester inchangée, comme dans le cas de l’injection intra-
péritonéale de soluté hypertonique. Cependant, la réponse ACTH a un autre type de stimulus

stressant (stress hétérotypique) est invariablement préservée ou méme augmentée, que le
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stress soit chronique ou répété. Ce phénomeéne est lié au fait que l'expression de la
CRH diminue avec ’exposition répétée a un stimulus stressant homotypique, alors que
I’expression de la VP augmente. Notamment, il a ét¢ démontré dans divers paradigmes de
stress répété, que I’augmentation de I’expression de I’ ARNhn et de ’ARNm de la VP dans les
neurones parvocellulaires aprés un stimulus stressant homotypique est similaire ou plus
importante par rapport au stress aigu, et au fil des jours on cobserve une augmentation
progressive des réserves de VP, de la colocalisation de VP dans les terminaisons nerveuses &
CRH, et de la libération de VP depuis les terminaisons de ’EM. Au contraire, une
augmentation progressive des réserves de CRH de la zone externe de ’EM, ainsi qu’une
réponse a un stimulus stressant homotypique de expression de ’ARNhn et de I’ARNm de la
CRH dans le NPV est observée seulement dans les paradigmes du stress répété ou une
réponse des hormones plasmatiques est préservée [24, 28]. Un stress chronique induit
également une augmentation de la concentration des récepteurs V1b dans les cellules
corticotropes de I'hypophyse [25]. Comme la réponse de P’expression de la CRH a un
stimulus stressant hétérotypique n’est pas affectée par un stress chronique ou répété [29],
c’est donc I'augmentation de ’expression de la VP (en synergie avec la CRH) dans le NPV
et/ou de ’expression des récepteurs V1b dans I’hypophyse, induites par le stress répété ou
chronique qui entraine une amplification de la réponse ACTH & un stimulus stressant

hétérotypique.

1.1.3  Hypophyse - ACTH

L’ACTH est un polypeptide de 39 acides aminés produit dans les cellules
corticotropes de I’hypophyse, qui constituent 5 a 10% de toutes les cellules produisant des
hormones de I’hypophyse mature. Ces cellules produisent une molécule précurseur de
plusieurs peptides, la POMC [30]. Le clivage de la POMC dans I’hypophyse produit I’ ACTH
et la B-lipotrophine. La B-lipotrophine est coupée encore une fois, produisant la B-endorphine
[30]. Ces produits sont appelés mélanocortines.

Le r6le principal de ’ACTH est de stimuler la synthése et la sécrétion des
glucocorticoides dans la corticosurrénale. L’ACTH produit son effet sur les cellules de la

corticosurrénale par des récepteurs aux mélanocortines du type 2 (MC-R2), qui sont
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exprimées principalement dans les cellules de la zone réticulée et fasciculée, mais aussi dans
quelques cellules de la médullosurrénale [31].

L’ACTH liée a son récepteur active la voie adénylate-cyclase et active la protéine
kinase A, ainsi que la protéine kinase C. Aprés une stimulation & long terme, ’ACTH
augmente la synthése et la sécrétion des glucocorticoides dans la corticosurrénale en

augmentant ’expression de plusieurs enzymes stéroidogéniques [32].

1.1.4 Surrénales : glucocorticoides

Le glucocorticoide majeur de axe corticotrope est le cortisol chez I’homme et les
primates, et la corticostérone (CORT) chez les rongeurs habituellement utilisés dans les
laboratoires. Cependant, ces deux molécules sont présentes chez tous les mammiféres. La
production de glucocorticoides de la zone fasciculée des surrénales est principalement régulée
par PACTH [32].

Les glucocorticoides contribuent au fonctionnement de 1’organisme a 1’état basal, et
ils Paident a traverser la crise en situation de stress [8]. Ils pénétrent sans obstacle dans le
cerveau, ot ils coordonnent, avec d’autres composants du systéme de stress, la capacité de
P’organisme a répondre au stress. Ils orientent I’énergie vers les tissus qui en ont besoin, et
controlent 1’excitabilité de réseaux neuronaux qui sous-tendent les processus d’apprentissage
et de mémoire. Cependant, seulement une faible partie des actions de glucocorticoides est
observée dans 'heure suivant le début d’un stress. De plus, les glucocorticoides n’induisent
pas uniquement la mobilisation des ressources de 1’organisme, mais ils contribuent aussi au
freinage de ce mécanisme. C’est pourquoti il est important de différencier leurs effets selon
leur relation au stress [8] :

a. les actions permissives amorcent les mécanismes de défense par lesquels
lorganisme répond aux stimuli stressants, elles apparaissent aux niveaux basaux de
glucocorticoides ;

b. les actions suppressives apparaissent quand les niveaux de glucocorticoides
s’élévent a cause du stress, donc au moins une heure aprés que le stimulus stressant a
commenceé 3 agir ; ces actions freinent les mécanismes de défense activés par le stress et les

préviennent de 1’overshoot ;
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c. les actions stimulantes des glucocorticoides apparaissent également quand les
niveaux de glucocorticoides s’élévent & cause du stress, mais contrairement aux actions
suppressives, elles augmentent les effets des autres hormones de stress.

Les glucocorticoides agissent sur nombreuses fonctions de I’organisme, et le
caractere permissif, suppressif ou stimulant de leurs actions peut devenir prédominant suivant
leur concentration (revue [8]). Les glucocorticoides agissent sur :

(1) Le métabolisme.

L’organisme a besoin de maintenir les taux sanguins de sources d’énergie (glucose,
acides gras, acides aminés) pendant le stress qui est énergiquement trés coliteux. Les
glucocorticoides contribuent a cela de plusieurs maniéres. Au début du stress, ils ont un réle
permissif : présents a des taux basaux, ils stimulent la glycogénolyse et la gluconéogénése par
le glucagon et les catécholamines qui apparaissent dans la réponse immédiate 4 un facteur de
stress. Ils ont également un réle stimulant : 3 des taux induits par le stress (ainsi qu’a des taux
basaux) ils stimulent directement la gluconéogénése hépatique et la lipolyse, et inhibent le
transport et |'utilisation périphérique du glucose [8].

(2) Le systeme cardio-vasculaire.

Pendant le stress, les vaisseaux sanguins se contractent et le cceur bat plus vite, ce
qui meéne a une augmentation de la pression sanguine. Les glucocorticoides jouent un réfe
permissif dans la réaction cardio-vasculaire induite par la plupart des facteurs de stress,
puisque leur présence aux taux basaux est nécessaire pour que les catécholamines et les autres
vasoconstricteurs puissent exercer leurs actions sur les vaisseaux sanguins et sur le cceur [8].

(3) L utilisation cérébrale du glucose.

L’activation du systéme nerveux sympathique induit une augmentation de
[’utilisation cérébrale du glucose quelques secondes aprés le début du stress. Par la suite, la
présence de glucocorticoides aux taux induits par le stress inhibe 1’utilisation du glucose dans
le cerveau, ce qui leur confére un rble suppressif [8].

(4) Le volume sanguin.

Pendant un stress d’hémorragie, 1’organisme met en route des mécanismes pour
augmenter le volume sanguin. Les glucocorticoides jouent un réle suppressif dans cette
réaction, puisque leur présence aux taux basaux ou induits par le stress stimule I’excrétion de
I’eau. Ce rdle passe par plusieurs actions : les glucocorticoides inhibent 1a libération de la VP,
augmentent la filtration glomérulaire, et augmentent la séerétion et efficacité du polypeptide

atriale natriurétique [8].
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(5) L’immunité et I'inflammation.

Quand I’organisme rencontre un facteur de stress infecticux, le systéme immunitaire
est activé immédiatement. Les glucocorticoides ont a ce stade un réle permissif: ils sont
nécessaires a des taux basaux au fonctionnement normal du systéme immunitaire. Cependant,
aprés ce stade précoce, les glucocorticoides a des taux induits par le stress ont un réle
suppressif, puisqu’ils inhibent I'inflammation et le systtme immunitaire.
L’immunosuppression est importante notamment pour diminuer la probabilité d’un overshoot
auto-immun [8§].

(6) L appetit et la prise alimentaire.

Les glucocorticoides ont un réle suppressif sur I’appétit et la prise alimentaire a des
taux induits par le stress. Cependant, 3 des taux basaux, ils peuvent stimuler la prise
alimentaire, ces effets seront détaillés plus loin [8].

(7) La formation de la mémoire.

Les facteurs de stress aigus stimulent la formation de la mémoire. Ce phénoméne est
induit par les catécholamines, mais les taux basaux de glucocorticoides ont un réle permissif
dans la formation de la mémoire, puisqu’ils stimulent la plasticité synaptique dans
I’hippocampe. Cependant, pendant le stress chronique, la formation de la mémoire est
inhibée, ce qui est en grande partie dii & des taux élevés de ghucocorticoides qui ont un réle
suppressif, puisqu’ils perturbent la plasticité synaptique, et a long terme, induisent 1’atrophie
des neurones hippocampiques [8].

(8) La physiologie reproductive.

L’exposition a des facteurs de stress inhibe la physiologic et le comportement
reproductifs. Ce phénomeéne est induit surtout par des hormones sécrétées deés le début du
stress. Les glucocorticoides ont un réle stimulant en contribuant a cet effet, puisque leur taux
élevé diminue la libération du GnRH de [’hypothalamus ainsi que celui de 1"hormone

lutéotrope (LH) hypophysaire [8].

L’action des corticostéroides passe par la liaison de I’hormone a des RM (récepteurs
de type I) ou & des RG (récepteurs de type II). Ces récepteurs sont intracellulaires, et agissent
comme des facteurs de transcription de génes. Les deux types de récepteurs ont été clonés et
leur structure primaire est connue [33]. Les RM et les RG présentent une homologie de
séquence de 94 % dans le domaine liant ’ADN et une homologie de 57 % dans le domaine
liant le stéroide, et ont donc un potentiel de contr6le des réseaux de génes similaires [34].
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Une différence critique entre les deux types de récepteurs est leur affinité pour des
ligands naturels et synthétiques. Les RM ont une affinité importante pour la CORT et
I’aldostérone (Kq 0,5 nM). Les RG ont la plus forte affinité pour des glucocorticoides
synthétiques comme la dexaméthasone, RU 26988 et RU 28362, une affinité plus faible pour
des glucocorticoides naturels comme la CORT (2,5-5 nM), et une affinité bien plus faible a
’aldostérone (revue [9]). En conséquence, la fraction de CORT “libre” (non liée a la
protéine de transport des corticostéroides, le CBG) occupe la majorité des RM dans des
conditions basales de repos, alors qu'une occupation substantielle des RG survient seulement
au moment du pic circadien et pendant le stress [35]. Ainsi, une méme molécule, la CORT,
peut activer deux voies différentes par les RM et les RG [36].

L’expression des RM dans le cerveau est limitée aux neurones de la formation
hippocampique, du septum latéral, de I’amygdale, du noyau olfactif, de la deuxiéme couche
du cortex et des neurones sensoriels et moteurs du tronc cérébral, ou ils apparaissent en forte
densité [37]. Les RG ont une distribution plus étendue dans les neurones et les cellules gliales
dans le cervean |9, 38]. De hautes concentrations de RG se trouvent dans le systéme limbique
(hippocampe, septum), dans les neurones parvocellulaires du NPV et dans les cellules
corticotropes de ’hypophyse. L.es RG sont présents aussi & des concentrations relativement
¢levées dans les neurones ascendants monoaminergiques du tronc cérébral. Des
concentrations modérées se trouvent dans de nombreux noyaux thalamiques, dans les aires
striatales et dans le noyau central de Pamygdale, dans les noyaux arqués hypothalamiques
(NArc), ainsi que dans le cortex.

L’accés des corticostéroides (naturels ou synthétiques) aux récepteurs du cerveau est
déterminé par de nombreux facteurs, comme la CBG, des enzymes métabolisant des stéroides
et le P-glycoprotéine mdr1A [9].

Le premier facteur déterminant 1’accés des corticostéroides au cerveau est la CBG.
La CORT circulante est liée a la CBG (Kd ~50 nM) et, avec une affinit€ bien plus faible, a la
sérumalbumine. Moins de 5 % de la CORT circulante est libre et biologiquement disponible
[39]. Cette quantité¢ est dans |'intervalle de Kd des récepteurs aux corticostéroides. Les
niveaux de CBG sont régulés par un grand nombre de signaux, par exemple, les
glucocorticoides, le stress, les strogénes. La CBG est aussi exprimé de maniére
intracellulaire dans I’hypophyse, ot elle entre en compétition avec les RG, ce qui entraine une

forte diminution de la capture de CORT dans les noyaux des cellules corticotropes [9].
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Le deuxiéme facteur déterminant 1’accés des corticostéroides au cerveau est une
enzyme, donc un régulateur dynamique. Cette enzyme est la 11p-hydroxystéroide
déshydrogénase (11B-HSD) qui peut transformer la CORT en 11-déshydro-corticostérone, qui
n’active pas les récepteurs aux corticostéroides. La fonction de cette enzyme est
vraisemblablement de protéger les cellules d’une surexposition a la CORT [9].

Le troisieme facteur déterminant I’accés des corticostéroides (important surtout dans
le cas des molécules synthétiques, p. ex. la dexaméthasone) est le P-glycoprotéine mdrla.
Cette protéine est exprimée dans les cellules de la barriere hémato-encéphalique. Elle
fonctionne comme une pompe qui limite ’accés des agents xénobiotiques, dont les stéroides

synthétiques, au cerveau [9].

1.1.5 Rétrocontréle négatif de I’axe corticotrope par les glucocorticoides

Les glucocorticoides exercent deux types de rétrocontrble. Le premier type est le
rétrocontrdle “ proactif ”, qui maintient I’activité basale du systéme corticotrope et contrdle la
sensibilité de I’axe corticotrope aux stimuli stressants. Cette action des glucocorticoides est
transmise par des RM du systtme limbique et, a des concentrations faibles de
glucocorticoides circulantes, c’est le type dominant de rétrocontréle [9].

Le maintien de 1’activité basale de 1’axe corticotrope par des glucocorticoides passe
notamment par 1’inhibition de 1’expression de la CRH et de la VP [24]. En ce qui concerne la
CRH, cette inhibition est réalisée plutdt par la régulation de la stabilité de I’ARNm que par
P’inhibition de la transcription, alors que I’inhibition de I’expression de la VP passe plutdt par
I’inhibition de la transeription [29, 40].

La modulation de la réponse de 1’axe corticotrope aux stimuli stressants par des
glucocorticoides est réalisée par la modulation de la sensibilité des neurones parvocellulaires.
Un stimulus stressant mineur, comme 1’injection de solution saline, n’entraine aucun
changement dans les niveaux de 'ARNhn de la CRH et de la VP chez les rats ayant des
surrénales intactes. Cependant, des expériences sur des rats surrénalectomisés montrent que la
méme injection de solution saline augmente fortement I’expression de I’ARNhn de la CRH et
de la VP en absence de glucocorticoides, ce qui indique que 1’absence des glucocorticoides
rend les neurones parvocellulaires beaucoup plus sensibles aux stimuli stressants [41a,b]. Les
taux basaux de glucocorticoides diminuent donc la sensibilité des neurones parvocellulaires,

ce qui sert de mécanisme de protection pour empécher 1’activation inadéquate de [’organisme
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par des facteurs de siress mineurs qui surviennent fréquemment dans les conditions
physiologiques.

Le second type de rétrocontrdle est “ rétroactif ”, et joue un réle dans la suppression
de ’activation de Paxe corticotrope induit par le stress. Ce type de rétrocontrdle est transmis
par les RG des cellules corticotropes de I’hypophyse et du noyau paraventriculaire. Ce
rétrocontrdle ne peut étre important que quand les taux de CORT sont élevés, puisque 1’acces
de la CORT au géne POMC de I’hypophyse est diminué par une liaison compétitive aux

molécules intracellulaires de CBG [9].

1.2 Développement de 1’axe corticotrope

Le développement de 1’axe corticotrope, depuis 1’4ge feetal, se prolonge jusqu’a I’age
adulte. Il est régi par des facteurs génétiques, qui sont immuables, et par des facteurs
environnementaux, qui sont variables. L’environnement de I’Age périnatal fagonne le
développement de I’axe corticotrope et définit en grande partie son fonctionnement a 1’age
adulte. Des facteurs qui peuvent intervenir 4 I’Age prénatal comprennent la nutrition de la
mere, le degré du stress qu’elle subit et les éventuels agents pharmacologiques qui entrent
dans son organisme. Dans la période suivant la naissance, les facteurs influencant le
développement de 1’axe corticotrope comprennent la quantité de nourriture, la température
extérieure, le comportement de la mére et les éventuels agents pharmacologiques qui entrent
dans I’organisme du jeune enfant.

Nous présentons dans les paragraphes suivants I’ontogenése périnatale normale des

différents composants de 1’axe corticotrope chez le rat.

1.2.1  Le systeme hypothalamo-hypophysaire : NPV et adénohypophyse

Les neurones parvocellulaires du NPV sont identifiables autour du jour feetal (JF) 16
[42], et commencent 3 exprimer la CRH dans les 24 heures suivantes, ¢’est-a-dire le JF 17
[43-45]. Dans I'EM, I'immunoréactivité de type CRH apparait le JF 17 [44]. L’expression de
I’ARNm de la CRH dans le NPV diminue a ’Age prénatal, spécifiquement entre les JF 19 et

21, mais augmente par la suite, et atteint les niveaux adultes dés le jour posinatal (JPN) 4
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[43]. La concentration hypothalamique de la CRH augmente de fagon constante avec 1’4ge
[46, 47].

La présence des CRH-R1 n’a pas été explorée a I’age feetal, mais ils sont sfirement
présents dans le cerveau des rats dés le JPN 2, notamment dans ’hippocampe, 1’amygdale, le
cortex et le NPV [48]. Il n’existe pas de données concernant 1’apparition des CRH-R1 dans
I’hypophyse. Cependant, il a été établi que la CRH endogéne commence a jouer un rdle
physiologique dans la régulation de I’ACTH et de la CORT 4 partir du JF 17 [49]. De plus,
I"hypophyse répond a la CRH exogéne dés le JF 15 [50, 51]. Ces effets sont certainement
transmis par les CRH-R1 de hypophyse.

La VP ainsi que son ARNm sont détectés dans le NPV a partir du JF 18 [52-54]. Le
contenu en VP du cerveau feetal augmente graduellement par la suite [55]. Le contenu en VP
de I’hypophyse augmente rapidement du JF 19 jusqu’a la naissance [55]. Les cellules & VP
apparaissent dans le NPV le JF 18 [55]. Dés le JF 17, les fibres contenant la VP peuvent €tre
observées dans I’'EM [55]. L’expression de I’ARNm de la VP dans 1’hypothalamus diminue
entre le JF 20 et le JPN 1, et augmente par la suite [47]. Les niveaux de la VP, par contre,
augmentent de fagon relativement constante entre le JF 20 et le JPN 15 [47].

Les récepteurs & VP apparaissent le JF 18 dans I’hypophyse [56], ce qui coincide
avec ’apparition de la VP immunoréactive dans le NPV. Il n’existe pas de données
concernant leur évolution, mais il semble probable que I’affinité des récepteurs a VP varie ou

que leur nombre change pendant le développement de 1’animal [56].

Dans ’hypophyse, la production de 'ARNm du POMC apparait le JF 13, et la
production du peptide dérivé du POMC une journée plus tard [51, 57, 58a,b]. L’expression de
I’ARNm du POMC dans I’hypophyse évolue paraliélement avec les variations de I’ ARNm de
CRH dans I’hypothalamus, et présente un pic le JF 21 [45]. L’expression de I’ARNm du
POMC de ’hypophyse antérieure diminue entre les JPN 4 et 7, et augmente constamment par
Ia suite [45]. Pendant les trois premiéres semaines de la vie, I’expression de I’ARNm de la
POMC et la quantité de ses peptides dérivés augmentent avec 1’age dans 1’hypophyse [59].
Notamment, la quantité d’ACTH de 'hypophyse est multipliée par quatre entre la naissance
et le JPN 21 [60].

Les taux détectables d’ACTH apparaissent dans le sang foetal le JF 16, et augmentent
de fagon constante par la suite [49]. Pendant les 14 premiers jours de la vie, les niveaux

plasmatiques d’ ACTH sont relativement constants, puis ils augmentent [60].

19



Introduction

Les récepteurs & ACTH sont probablement présents sur les surrénales deés le JF 17,
puisque des anticorps anti-CRH diminuent la concentration de la CORT dans le sang & partir

de ce jour [49].

1.2.2  Surrénales el recepteurs aux corticostéroides

Les taux détectables de CORT apparaissent dans le sang le JF 16, et augmentent
graduellement pendant la gestation, & la fin de laquelle ils sont comparables & ceux des
adultes [60, 61] A la naissance, ces taux diminuent de facon importante, puis augmentent
entre le JPN 14 et 21 [60].

Le JPN 14, la corticosurrénale semble étre plus sensible a I’ACTH que pendant la
premiére semaine, puisque malgré des taux plasmatiques d’ACTH similaires, les taux de
CORT sont plus importants. A I’inverse, la sensibilit¢ de la corticosurrénale diminue le JPN
21, puisque malgré 1’angmentation des niveaux d’ACTH, il n’y a pas d’augmentation

correspondante des niveaux de CORT {60].

L’expression de ’ARNm des RM apparait le JF 16 dans ’hypophyse, le JF 17 dans
Phippocampe et le JF 18 dans [’hypothalamus [61]. Les RM sont présents & des
concentrations ¢levées dans 1’hippocampe dés la naissance. A partir du JPN 8, 1’affinité et la
capacité de ces récepteurs ressemblent a celles des récepteurs des aduites [62].

Dans I’hippocampe, I’expression de I’ARNm des RG apparait le JF 14 [61, 63] et
atteint rapidement des niveaux égaux a ceux des adultes [64]. Pendant la premicre semaine de
la vie, la concentration des RG dans I’hippocampe est plus basse (20% des taux adultes), et
commence 4 augmenter pat la suite parallélement aux taux plasmatiques de CORT [64, 65].
Environ 65 a 80 % de la concentration adulte de RG est atteinte & 1’4ge de 3 semaines [64, 66,
67].

Dans "hypothalamus, I’expression de I’ARNm des RG apparait le JF 13 [61), et une
immunoréactivité de RG apparait dans le NPV le JF 18 [68]. La concentration de RG dans
I’hypothalamus, ol sont localisés les neurones qui sécrétent de la CRH, est extrémement
faible pendant la période néonatale, ce qui rend peu probable qu’ils constituent d cet dge la

cible majeure du rétrocontrdle négatif de CORT par les RG [67, 69, 70].
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Dans I’hypophyse, ’ARNm des RG est déja synthétisé le JF 13 [61], et la protéine
présente une immunoréactivité le JF 17 [68] et peut-&tre méme avant. Pendant toute la période
néonatale, les niveaux des RG dans I’hypophyse restent contants et similaires aux niveaux
adultes [71).

Malgré les niveaux de récepteurs relativement similaires aux adultes, au moment du
sevrage, la suppression par les glucocorticoides de ’axe corticotrope est encore immature
chez les rats [72]. A cet dge, ’exposition aux stimuli stressants (€ther, isolation de la mére)
induit un pic robuste ’ACTH et de CORT plasmatique, mais le retour aux niveaux basaux est
plus lent [73-75]. .’ incapacité des jeunes animaux a terminer rapidement la réponse surrénale
suivant certains facteurs de stress est due a plusieurs causes : (1) immaturité des surrénales,
qui entraine une augmentation ralentie des taux plasmatiques de CORT ; (2) immaturité de
I’hypophyse et/ou du cerveau qui entraine un rétrocontréle négatif moins efficace par la

CORT [74].

1.2.3  La période d’hypo-réponse aux stimuli stressants

L’axe corticotrope du rat feetal et néonatal est fondamentalement différent de celui
de Dl’adulte, tant sur le plan structural que fonctionnel. Les deux premiéres semaines
postnatales sont caractérisées par une hyporéactivité aux stimuli stressants, ce stade est appelé
période d’hypo-réponse aux stimuli stressants (HRS) [76]. Notamment, entre les jours
postnataux 4 et 12, les ratons répondent peu a nombreux facteurs de stress, comme la
chirurgie et la manipulation qui entrainent pourtant une augmentation importante de CORT
chez des animaux plus dgés. Chez le rat néonatal, les amplitudes des réponses ACTH et
CORT sont limitées, et la cinétique de la réponse est spécifique au type du stress [77]. Le
caractére hypo-réactif de 1’axe corticotrope est présent a tous les niveaux de ’axe, il existe
notamment : (1) une diminution de la sécrétion de I’ACTH dans I"hypophyse, qui est due a
plusieurs facteurs : I’immaturité des entrées neurales aux neurones sécrétant la CRH dans le
NPV, le contenu faible de peptides dans I’hypophyse ; (2) une diminution de la sensibilité des
surrénales a I’ACTH plasmatique ; et (3) une augmentation de 'efficacité du rétrocontréle
négatif de la CORT circulante au niveau de I’hypophyse, due aux caractéristiques des

récepteurs aux corticostéroides [9].
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2 La régulation du comportement alimentaire

La prise alimentaire, fonction physiologique primaire de 'individu, répond aux
exigences métaboliques de 1’organisme. Cependant, si la consommation de 1’énergie par
I’organisme, et par conséquent ses besoins, sont continus, son réapprovisionnement en
énergie s’effectue par la prise de repas, qui est essentiellement périodique. Par conséquent, le
corps est dans un état permanent de déséquilibre entre ouiput et input énergétique, et une
homéostasie énergétique peut étre atteinte uniquement a moyen ou a long terme. La prise
alimentaire est donc un processus complexe, qui est soumis a deux types de régulation: &
court et & long terme [78]. De plus, la prise alimentaire peut &tre modifiée par des facteurs
environnementaux permissifs ou aversifs, qui constituent des facteurs de la régulation de prise
alimentaire ; elle s’inscrit alors dans un comportement complexe, le comportement
alimentaire. La régulation de la prise alimentaire est schématiquement représentée sur la
Figure 2, et sera détaillée par la suite,

Le contrble & court terme de la prise alimentaire permet 1’occurrence intermittente
des repas, et fonctionne grace aux signaux de rétrocontrdle a court terme. Ces signaux sont
liés 4 la quantité et 4 la qualité de la nourriture ingérée et comprennent des informations
sensorielles, celles concernant la présence de la nourriture dans les intestins (dont des signaux
humoraux comme la cholécystokinine) et des facteurs psychosociaux. Les signaux concernant
la nourriture sont transmis dans le noyau du tractus solitaire (NTS) par des fibres afférentes
du nerf vague et d’autres afférents qui passent dans la moelle épiniére du tractus gastro-
intestinal haut [79].

L’initiation d’un repas répond 4 un contrdle anticipé, puisque cette initiation est
corrélée a la prise calorique lors du repas précédent et a la vitesse de 1’utilisation de I’énergie
depuis ce repas. Un repas est initié directement par une chute discréte des taux plasmatiques
de glucose, qui est liée a une baisse du contenu du tract gastro-intestinal et aux rythmes
endogenes. Cependant, les informations externes, notamment la vision et ’odeur de la
nowrriture, peuvent influencer le déclenchement d’un repas. Ces informations appartiennent
aux régulateurs environnementaux du comportement alimentaire. Pendant le repas, un
rassasiement survient graduellement, et stoppe finalement la prise alimentaire. Il est dii a des
stimuli de diverses origines. Les signaux de la phase oro-sensorielle (odeur et goiit de la

nourriture) jouent un rdle. Notamment, 1’expérience acquise lors des précédentes ingestions
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ou d’origine génétique peut également arréter la prise alimentaire en cas de dégofit. Le
rassasiement intervient alors que les besoins énergétiques ne sont pas couverts. La stimulation
mécanique et chimique de 1’estomac et de I’intestin gréle pendant I’ingestion de la nourriture,
et les changements du métabolisme énergétique du foie, ne sont donc pas les facteurs majeurs
de la survenue du rassasiement (lors du repas), mais ils sont les acteurs majeurs de la satiété

(entre les repas) [78-81].

Cortex:
perception des

signatix externes,

traitement cognitif

S. limbique;
Pperception des signaux
internes, motivations

facteurs génétiques,
épigénétiques

hypothalamus:
homeéaostasie

X post-ingestifs

. Vagu
CCK |-

Figure 2. Représentation schématique de la régulation du comportement alimentaire (d’apres
Claunde Burlet et [78,79]). Abréviations : HL : hypothalamus latéral, NArc : noyau arque,
NPV : noyau paraventriculaire, NVM : noyau ventromédian, n. vague : nerf vague, CCK:
cholécystokinine.

La régulation de la prise alimentaire a long terme, qui permet d’atteindre une
homéostasie énergétique (stabilité de la quantité de 1’énergie du corps stockée sous forme de
graisse) fonctionne grice aux signaux de rétrocontrdle & long terme, qui sont des signaux
d’adiposité. L’information de I’adiposité corporelle est transmise par deux hormones,
I’insuline et la leptine. Elles ont toutes les deux des caractéristiques qui leur permettent de

fonctionner en tant que signaux d’adiposité, notamment : elles sont présentes dans le sang &
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des niveaux proportionnels a la quantité de graisse corporelle [82, 83], et elles entrent dans le
systtme nerveux central en proportion de leurs taux plasmatiques [84, 85]. On considere
actuellement que les deux molécules agissent en synergie : la leptine initierait les voies de
signalisation JAK-2 et STAT-3 mais n'entraine a elle seule qu'une faible activation des étapes
ultérieures de déroulement de cette voie ; 4 I"inverse I’insuline ne serait pas capable d’activer
JAK-2 et STAT-3, mais sa présence serait indispensable pour I’activation compléte des voies
de signalisation initiées par la leptine [86].

L’information concernant les signaux d’adiposité est traitée par un réseau de noyaux
hypothalamiques, puis elle est transmise par des voies centrales autonomes au tronc cérébral
caudal, notamment au NTS et au noyau dorsomoteur du nerf vague, ou arrivent également les
signaux de rassasiement. Les signaux a court et & long terme sont intégrés dans ces noyaux
qui géncrent une réponse nerveuse et neuroendocrinienne déterminant la taille et le nombre
des repas {79, 80, 87]. Il semble que c’est surtout le rassasiement (taille de repas) plutot que
I’initiation de repas qui peut étre influencé par des signaux d’adiposité dans le but de
maintenir une homéostasie énergétique,

La mise en jeu centrale des signaux d’adiposité dans les réseaux hypothalamiques est
complexe, puisque leurs récepteurs sont présents sur des neurones de plusieurs noyaux
interconnectés [80]. Il est généralement admis que c’est principalement dans le NArc que
I’information transportée par I’insuline et la leptine est *“ captée et traduite . Ce point de vue
est supporté par le fait que ces hormones entrent dans I’hypothalamus médiobasal par la
barriére hémato-encéphalique modifiée du NArc-EM ; que leur injection dans le NArc induit
une hypophagie et finalement, que leurs récepteurs sont abondants dans ce noyau [88].

Du fait de I’importance du NArc dans la réception des signaux d’adiposité, on admet
que ce noyau a un rdle crucial dans le réseau de noyaux hypothalamiques régulant la prise
alimentaire. Les NArc seraient & I’origine des signaux primaires orexigénes ou anorexigénes,
qui arriveraient et seraient intégrés dans d’autres noyaux (noyau ventromédian de
I’hypothalamus : NVM, noyau dorsomédian de I’hypothalamus: NDM, hypothalamus
latéral : HL) et 1a réponse finale est générée principalement dans le NPV, I’HL, le NDM et le
NVM [87]. De nombreuses molécules (neuropeptides et neurotransmetteurs) sont impliquées
dans la mise en jeu de ces réseaux, ct leurs interactions, qui ne sont pas toutes bien connues,
sont trés complexes. Les principales molécules impliquées dans la régulation hypothalamique

de la prise alimentaire sont présentées dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Principales molécules jouant un rdle dans la régulation hypothalamique de
I’homéostasie énergétique : sites de production, de libération/action, récepteurs et régulation
par des signaux d’adiposité. Sources: [79, 81, 87-93]. Régions de ’hypothalamus: HD :
hypothalamus dorsal , 1L : hypothalamus latéral, HPF : hypothalamus périfornical, NArc :
noyau (n.) arqué, NDM : n. dorsomédian, NPV : n. paraventriculaire, NSO : n. supraoptique,

NVM : n. ventromédian.

Molécules Sites de production | Sites de libération Récepteurs Régulation
et/ou d’action par signaux
d’adiposité
OREXIGENES
NPY NArc, NDM, tronc | NPV, NDM, NArc Y:-R, Y5-R {
cérébral
AGRP NArc NPV, NDM antagoniste de MC3- 2
R, MC4-R
MCH HL, zona incerta NPV MCH-R1 ou MCH- N
R2?
hypocrétines/orexines HD, HL NPV, HL, HPF orexin-2-R ¥
galanine NArc, NDM, NPV NPV, HL, NVM GAL-R1, RZ ou ?
R3?
B-endorphine NArc NPV, NVM, NDM p-opicide-R. 7
dynorphine A NArc, NPV k-opioide-R ?
noradrénaline trone cérébral NPV a2-R s
glutamate nombreux sites HL NMDA-R ?
hypothalamiques
GABA nombreux sites NPV, NVM, NDM GABA R 7
hypothalamiques
ANOREXIGENES
o-MSH nombreux sites NPV, NVM, NDM MC4-R 0
hypothalamiques (ou MC3-R)
CRI NPV NPV, NVM, NArc | CRH-R1, CRH-R2 (M
urocortine HL, NSO NVM CRH-R2 9
CART NArc, NPV, NSO, nombreux sites non identifié +
NVM hypothalamiques
GLP-1 + nombreux sites NPV, NArc GLP-1-R ?
hypothalamiques,
NTS
neurotensine NAre, NPV, NDM NPV NT-R1,20u3? ?
sérotonine tronc cérébral NPV, HL, NVM SHT-2C, 3HT1A ?

Les molécules du réseau hypothalamique de la régulation du comportement
alimentaire, qui sont principalement étudiées depuis ces dix derniéres années, sont des
neuropeptides, mais le role joué par certains neurotransmetteurs classiques reste important.

Les actions de ces derniers peuvent étre directes ou indirectes par la stimulation de la
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libération de neuropeptides. Ainsi, la stimulation des récepteurs a2 du NPV par la
noradrénaline désinhibe directement les fibres descendantes du NPV dans le tronc cérébral
caudal [92]. La sérotonine, quant a elle, stimule dans le NPV la libération de la CRH, qui est
anorexigéne [94, 95].

Il faut actuellement admettre que le schéma organisationnel de régulation du
comportement alimentaire est loin d’étre établi. En effet, il faut mettre en place des réseaux
interconnectés et non pas une hiérarchie ; le receveur du signal, loin d’&tre passif, peut
modifier I’émetteur du signal. Ainsi il est possible d’identifier les connexions directes de ce
réseau qui peuvent amplifier I’effet de la molécule originale. Par exemple, la CART
(anorexigéne) stimule la sécrétion de la CRH (anorexigéne) dans le NPV [96]. Le
neuropeptide Y (NPY ; orexigéne) stimule la sécrétion de la galanine (orexigéne) dans le
NPV, qui stimule la libération de la B-endorphine (orexigéne) dans le NArc [87]. 1l existe
d’autres connexions oll un effet inverse se produit, la molécule dont la sécrétion est stimulée
freine I’effet de la molécule originale, Ainsi, le NPY (orexigéne) stimule la sécrétion de la

CRH (anorexigéne) dans le NPV [97-99].

3 Axe corticotrope et comportement

3.1 Axe corticotrope et comportement alimentaire

Il a été démontré que 1’administration de certaines molécules jouant un rdle dans le
fonctionnement de I’axe corticotrope (CRH, ACTH, CORT) affecte le comportement
alimentaire. Cependant, la signification de ces résultats n’est souvent pas clair : dans des
conditions physiologiques, les récepteurs ou agissent ces molécules ont des ligands naturels
apparentés (CRH — urocortine, ACTH — a-MSH), et ces molécules ne font pas partie de ’axe
corticotrope, De plus, une partie de I’effet de 1a CRH sur la prise alimentaire n’est pas due a
ses actions corticotropes [100]. C’est pourquoi nous présentons un résumé des effets des
seules molécules qui semblent affecter la prise alimentaire au moins en partie par la voie

corticotrope : la CRH et la CORT.
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3.1.1 La famille CRH des peptides

De nombreuses études ont démontré que les systémes &8 CRH du cerveau jouent un
réle dans la régulation de I’appétit et de la balance d’énergie. L’administration centrale de la
CRH induit une diminution de la prise alimentaire et de la prise de poids (revue [101]).
Cependant, les souris knock-out pour les génes de la CRH ou du CRH-R1 ont une prise
alimentaire normale, ce qui peut étre dii a une adaptation du cerveau [102].

Les expériences conduites chez le rat suggérent que le site olt la CRH exerce son
effet anorexique est e NPV, puisque c'est seulement l'injection dans ce site qui induit une
hypophagie, contrairement aux effets d’injections faites dans I'HL, le NVM, le globus
pallidus ou le striatum [103].

L’action anorexigéne de la CRH est en partie indépendante de ’hypophyse et de la
surrénale, puisque la dexaméthasone, qui inhibe la sécrétion de ’ACTH et donc des
glucocorticoides, n’inhibe pas 1’action anorexigéne de la CRH [100]. Cependant, la CRH
pourrait affecter le comportement ingestif indirectement — par la stimulation de la sécrétion de
1’axe corticotrope -, puisque les glucocorticoides sont des agents orexigénes (voir plus bas).

L’identité des récepteurs qui transmettent 1’effet anorexigéne de la CRH n’est pas
tout 4 fait établie. L’axe corticotrope des souris knock-out pour le géne du récepteur CRH-R1
n’est pas fonctionnel, mais la prise alimentaire journaliére de ces souris est similaire au type
sauvage [104]. Cependant, le rythme circadien de ces souris est perturbé, mais se normalise
avec une administration de CORT [104]. Ceci suggere que les récepteurs CRH-R1 agissent
sur le comportement alimentaire par 1'intermédiaire des glucocorticoides. Par contre, les
récepteurs CRH-R2 semblent agir plus directement sur la prise alimentaire : bien que la
consommation journaliére des souris knock-out pour le géne du récepteur CRH-R2 soit
normale, 1’injection de I'urocortine (peptide de la famille CRH) ainsi que I’isolation sociale
entrainent une plus faible réponse anorexigéne que chez le type sauvage [105].

L’action de nombreux systemes neurochimiques sur le comportement alimentaire est
dépendante de la CRH. Les propriétés anorexigénes et thermogéniques des agonistes
sérotoninergiques dépendent de la CRH du cerveau, ce qui rend probable I’interaction de la
CRH et de la sérotonine dans le contrble de 1’équilibre énergétique [106, 107]. Le fait que
I’injection centrale de la CRH inhibe ’effet orexigéne du NPY [108]; [99] et d’autres
résultats suggerent que I'équilibre entre les fonctions neuronales de la CRH et du NPY joue

un réle important dans la régulation de la prise alimentaire [101]. Finalement, une interaction
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entre la leptine et la CRH a ét¢ démontrée, puisque ’injection de la leptine stimule la
sécrétion de la CRH dans "'hypothalamus et dans le systéme limbique [109, 110]. Cependant,
d’autres études ont démontré que la leptine inhibe [’activation du systtme CRH
hypophysiotrope et 1’axe corticotrope [111], ce qui suggeére que les actions centrales de la
leptine sur les neurones & CRH contrélant la prise alimentaire sont dissociables des

interactions périphériques dans le controle de I’activation de 1’axe corticotrope [101].

3.1.2 Glucocorticoides

Les glucocorticoides participent a la régulation de la prise alimentaire, ce qui est bien
illustré par le fait que les animaux surrénalectomisés ont une consommation journaliére
diminuée de 20 a 30 %. Chez les rats surrénalectomisés nourris par des macronutriments purs,
la consommation de glucides et de lipides est généralement diminuée, et on observe des
changements variables de la prise de protéines [10].

Les RM, qui répondent a des taux sanguins bas de glucocorticoides, sont a 1’origine
de la stimulation de la prise et du dépdt des lipides, et cette action est exprimée tout le long du
cycle nycthéméral. Ceci est démontré par le fait que les agonistes de RM sont capables de
restaurer une prise alimentaire et un dépé6t de graisse normales chez les rats surrénalectomisés
[112-114]. Les RM stimulant de fagon constante la prise des lipides sont situés
majoritairement dans le NPV, puisque I'implantation des agonistes de RM dans ce noyau
restaure la prise de lipides des rats surrénalectomisés durant tout le cycle nycthémeéral, et cette
réponse est bloquée par I’administration d’une antagoniste de RM dans ce noyau [115].

Les RG répondent a4 des niveaux moyens ou élevés de glucocorticoides, ainsi ils
fonctionnent pendant le pic circadien de ces stéroides, au début de la période active, quand
I’ingestion et le métabolisme des glucides sont les plus importants, L’activation des RG
durant cette période joue un role important dans le maintien des réserves de glucides. Ceci est
démontré par le fait que I’administration périphérique de la CORT ou d’un agoniste de RG au
début de la période active stimule fortement la prise des glucides chez les rats [116]. Cette
action n’apparait pas si les RG sont stimulés a la fin de la période active, ou pendant la
période inactive [113, 117]. Les RG induisant I’ingestion des glucides au début de la période
active sont situés majoritairement dans le NPV, puisque I’implantation des antagonistes RG

dans ce noyau inhibe complétement ce comportement [115, 117]. Des récepteurs situés dans
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d’autres régions du cerveau peuvent également participer dans ’action des glucocorticoides,
puisque les rats surrénalectomisés et avec des lésions de NPV répondent aux effets des
glucocorticoides sur la prise alimentaire [118, 119].

Les glucocorticoides jouent un réle dans la transmission des effets d’autres
molécules agissant sur le comportement alimentaire. Notamment, ils jouent un réle permissif
dans les actions hyperphagiques de la NPY [120, 121] et de la noradrénaline [122]. C’est les
RG du NPV qui participent 4 cet effet [123].

3.1.3  Stress et comportement alimentaire

Plusieurs composants de I’axe corticotrope agissant sur le comportement alimentaire,
il n’est pas étonnant que chez le sujet humain et chez I’animal, le stress puisse induire une
modification de la prise alimentaire. Ces déréglements se traduisent soit par des actes
consommateurs inappropriés, soit par des phases transitoires d’anorexie et d’hypophagie.

Chez les animaux, une hyperphagie est induite par les modeles de stress aigus faibles
comme le “ fail pinch ™ (qui “ ennuie  ’animal par des pincements de la queue [124]) et la
manipulation [125], ainsi que par le stress chronique de I’isolation sociale [124]. La réponse
hyperphagique au stress dépend de Pintégrité fonctionnelle non seulement du systéme CRH-
ergique [126] mais aussi des systémes opioidergique [127] et dopaminergique [128].

Des facteurs de stress plus sévéres induisent une réponse hypophagique chez les
animaux. Ces stimuli stressants comprennent P’opération [129], la contention [130-133], le
stress émotionnel [134], I'immobilisation [135], et le bruit irrégulier [136]. La réponse
hypophagique dépend des systtmes CRH-crgique [132], sérotoninergique [137], et des
mélanocortines [138] dans le cas de la contention et de I’'immobilisation.

Chez le sujet humain, il existe des différences individuelles trés importantes
concernant la réponse ingestive a un stress. Il est donc difficile de trouver un effet général du
stress sur le comportement alimentaire [124]. Cependant, le comportement alimentaire basal
des individus permet de faire des prédictions concernant leurs réactions face 3 une situation
de stress. Notamment, les personnes qui sont au régime, ou qui sont des “ mangeurs
restreints 7 (ne mangeant jamais a leur faim) montrent une hyperphagie face au stress, alors
que le stress ne change pas la prise alimentaire des gens qui n’ont pas un comportement

[4

alimentaire “restreint ” [124, 139-143]. Dans quelques cas, les individus “ non-restreints

peuvent aussi répondre au stress par une hypophagie [124, 139, 142]. Récemment, il a été
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démontré que ’hyperréactivité du cortisol & un stimulus stressant est accompagnée d’une
hyperphagie, alors que I'hyporéactivité de cortisol est plut6t accompagnée d'une hypophagie
[144].

3.2 AXe corticotrope et anxiéte

De nombreuses études ont montré que la CRH joue un rble dans les aspects
anxiogeénes du stress. Le stress active la transcription de la CRH non seulement dans le NPV
(qui active I'axe corticotrope), mais aussi dans ’amygdale ou la CRH contribue a la
coordination des réactions comportementales au stress [13, 145]. L’amygdale semble étre le
centre majeur induisant les réactions comportementales au stress, puisque ses l€sions, et non
pas celles du NPV, perturbent la réponse comportementale au stress [146].

L’administration de la CRH dans les ventricules cérébraux augmente la fréquence
des comportements considérés comme “ anxieux ” ou “ induits par fa peur ” chez le rat. Par
exemple, la CRH augmente la fréquence du toilettage et de 1’immobilisation, mais diminue
les redressements et le nombre d’approches & un morceau de nourriture dans un nouvel
environnement, augmente le sursaut au son, diminue l’interaction sociale [147-151]. Ces
effets sont inhibés par I’injection des antagonistes de CRH dans I’amygdale ou dans les
ventricules cérébraux, mais ne le sont pas par le blocage de 1’axe corticotrope avec la
dexaméthasone [100, 149, 150, 152]. L’effet anxiogéne de la CRH est donc central et non-
corticotrope. L’effet de la CRH semble étre transmis par le récepteur CRH-R1, puisqu’il peut
gtre inhibé avec des antagonistes [153] et avec des oligodésoxynucléotides antisens [154] ; de
plus, les souris knockout pour le géne du récepteur CRH-R1 ont une anxi¢té diminuée [155,
156].

L’expression de la CRH dans I’amygdale est stimulée par des glucocorticoides dans
le noyau central de I’amygdale chez le rat [13]. Cette stimulation entraine une augmentation
des comportements anxieux, notamment I’immobilisation induite par la peur [13]. Les
glucocorticoides, qui agissent par un rétrocontrdle négatif sur le NPV pour terminer la
réponse de 1’axe corticotrope aux facteurs de stress, favorisent donc au contraire I’activation
des comportements anxiogenes dans I’amygdale.

La CRH et les glucocorticoides pouvant augmenter 1’anxiété chez les animaux, la
recherche clinique s’est intéressée aux caractéristiques des composants de 1’axe corticotrope

dans les maladies psychiatriques humaines liées & I’anxiété,
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33 Troubles psychologigues humains liés a 1’axe corticotrope

Chez ’homme, I’origine de nombreuses maladies psychiatriques et de maladies du

comportement alimentaire a été liée au stress et a4 1’axe corticotrope.

3.3.1 Troubles du comportement alimentaire

Les troubles du comportement alimentaire constituent un groupe de maladies
humaines ou le stress et ’axe corticotrope jouent un réle important. Ces troubles apparaissent
généralement pendant ’adolescence et affectent plus de femmes que d’hommes. Souvent, un
événement stressant [157] ou un régime [158] précéde leur apparition. Ces troubles peuvent
étre divisés en trois catégories majeures : |’anorexie mentale, la boulimie “ nerveuse ” et le
trouble compulsif boulimique.

L’anorexie mentale [159] se caractérise par un désir pathologique de garder un poids
corporel inférieur au 85% du normal (pour ’dge et la taille), une peur de grossir et une
perception irréelle du poids corporel. Il s’ensuit un comportement d’évitement partiel ou total
de nourriture qui peut alterner avec des épisodes boulimiques.

La boulimie nerveuse [159] et le trouble compulsif boulimique [160] se caractérisent
par des épisodes de boulimie, qui se reconnaissent par une consommation excessive
d’aliments, absorbés rapidement et sans pause, pendant laquelle le malade perd tout contrble
sur la prise de nourriture. Dans le cas de la boulimie nerveuse, les accés de boulimie sont
suivis par des comportements de compensation inappropri¢s pour prévenir la prise de poids,
comme ’induction de vomissement, I'utilisation de laxatifs, de diurétiques, le jeline ou
I’exercice physique excessif.

Les troubles du comportement alimentaire sont accompagnés de nombreux
changements endocriniens qui montrent des traits similaires & ceux observés dans la
dépression et d’autres maladies liées a anxiété [161]. Notamment, des malades anorexiques et
boulimiques sont caractérisés par un déréglement des systémes monoaminergiques du cerveau
[161, 162]. L’axe corticotrope de ces malades se trouve également modifié : chez les
anorexiques on trouve des niveaux augmentés de CRH et de cortisol [163, 164], chez les

boulimiques, des niveaux élevés d’ACTH et de cortisol [165]. Bien que les données suggérent
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que 'hyperactivité de I’axe corticotrope soit secondaire au déficit de prise alimentaire, il est
probable qu’elle contribue 3 un cercle vicieux perpétuant la maigreur [164].

Les causes des troubles du comportement alimentaire ne sont pas bien connues, mais
il est reconnu qu’elles comprennent des facteurs génétiques, neurochimiques, psycho-
développementaux et socioculturels [162]. 1] est important de noter qu'un stress précoce sous
forme d’abus émotionnel, physique et/ou sexuel pendant I’enfance augmente fortement le
risque de I’apparition de ces troubles [166].

L’obésité peut également étre entrainée par un trouble du comportement alimentaire ;
cependant ses causes peuvent étre multiples et sont souvent difficiles a déterminer. Des
déficiences génétiques (par exemple, du systéme de la leptine), des causes endocriniennes et
neuroendocriniennes entrent en jeu, mais 1’exposition a un régime riche en graisse prédispose
de nombreux individus 3 I’obésité [167]. Certaines formes d’obésité, de types * central ” et/ou
“viscéral 7, se caractérisent par un axe corticotrope déreglé, qui implique une
hypercortisolémie, et une réaction de cortisol exagérée aux stimuli stressants et a I’ACTH
[168, 169].

Les facteurs périnatals ont également été impliqués dans la pathogenése de 1’obésité
centrale. Ainsi des enfants qui sont petits pour leur dge gestationnel développent souvent ce

type d’obésité a I"4ge adulte [168].

3.3.2 Deépression, maladies affectives, d’anxiéte

La dépression a ¢€té traditionnellement liée au déréglement de systémes
monoaminergiques, notamment a la diminution des niveaux de la sérotonine, de la
noradrénaline, et/ou de la dopamine dans le cerveau. En conséquence, son traitement
médicamenteux visait le rééquilibrage de ces systemes (revue [170]). Bien que I’efficacité de
ces médicaments ne soit pas en question, il semble que la déficience des systémes
monoaminergiques ne soit pas la cause primaire de la dépression [171].

Actuellement, une altération de la régulation de [’axe corticotrope est mise en cause
dans la genese de la dépression et des maladies psychiatriques apparentées, y compris les
maladies d’anxiété. Une multitude de changements de 1’axe corticotrope a été démontrée,
dont une hypercortisolémie basale, une suppression inappropriée de 1’axe corticotrope par la

corticostéroide synthétique dexaméthasone, et une sécrétion d’ACTH augmentée apres
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I’injection de la dexaméthasone et de la CRH (revue [172]). Ces changements indiquent que
la cause primaire de la dépression pourrait étre une augmentation des niveaux de CRH dans
I’hypothalamus induisant une down-regulation des récepteurs & CRH dans ’hypophyse [173].
L’augmentation des niveaux de CRH serait due a la diminution du rétrocontrole négatif des
glucocorticoides [172]. Cette diminution est vraisemblablement due a la conjonction de
I'exposition chronique au stress avec une vulnérabilité constitutionnelle au stress. Cette
vulnérabilité¢ peut étre d’origine génétique ou induite par des stress néonatals, car il a été
démontré que I’abus 4 1’4ge précoce induit une augmentation de 1’incidence d’anxiété et de la
dépression [174]. Par conséquent, des nouveaux modéles animaux de la dépression sont
caractérisés par une hyperactivité de ’axe corticotrope, génétiquement ou suite a un stress

précoce, par exemple, la séparation maternelle [173, 175].

3.3.3 Schizophrénie

Le déréglement des systémes de dopamine et de sérotonine est traditionnellement
considérée comme la cause de la schizophrénie [176-178). Cependant, & I’origine de cette
maladie on trouve non seulement un génotype vulnérable mais aussi des situations stressantes
subies & un age précoce. Les facteurs de stress qui augmentent I’incidence de la schizophrénie
comprennent divers types de stress prénataux et néonatals, induisant des problémes du
développement précoce, comme 1’exposition a une épidémie de grippe [179-181], la pauvreté,
la mauvaise nutrition et la dépression de la mére pendant la grossesse [182-185] (revue
[186]). Les modéles animaux utilisés dans la recherche sur la schizophrénie comprennent

donc le stress périnatal, comme la séparation maternelle et 1’isolation sociale {186].

4 Manipulations périnatales

La plupart des espéces mammifires sont trés sensibles aux effets des manipulations
environnementales précoces. Des conséquences aigués et a long terme de ces manipulations
sur les systémes endocriniens, le systéme corticotrope en particulier, ainsi que sur le

comportement des animaux ont été étudiées systématiquement depuis les années 1950,
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4.1 Handling (manipulation) néonatal(e)

Chez Ie rat, un des premiers procédés de manipulation environnementale
extensivement étudié et encore utilisé de nos jours a été introduit en 1956 par Levine et ses
collaborateurs [187]. Il consiste & séparer bricvement (15 minutes) et quotidiennement des
petits de la mére pendant la période de la lactation. Cette procédure est généralement appelée
handling (manipulation) néonatal(e), bien qu’elle ne comprenne que peu de manipulation. Le
handling néonatal produit des effets neuroendocriniens et comportementaux relativement
consistants chez 1’animal adulte, et contrairement a la plupart des perturbations périnatales,
ses effets sont plutét bénéfiques. Notamment, les animaux qui ont subi un handling a 1'age
précoce ont un axe corticotrope moins réactif au stress que les animaux contréles : leur
libération de CRH, I’élévation des taux sanguins de I’ACTH et de la CORT est moins
importante ; le rétrocontrdle négatif de 1’axe corticotrope par la CORT est plus efficace,
probablement grice aux concentrations élevées des RG dans P’hippocampe [2]. Ces animaux
sont également moins anxieux dans les situations induisant la peur [188]. De plus, ces
animaux vieillissent mieux que les animaux témoins : ils sont protégés par le handling des

dysfonctionnements cognitifs et neuroendocriniens liés a 1’age [189].

4.2 Stress prénatal

Une autre manipulation bien étudiée chez le rat est le stress de Ia meére pendant la
gestation, appelé aussi stress prénatal, qui a des effets souvent opposés a ceux du handling.
Ce stress peut étre reéalisé en soumettant la mére a un stimulus stressant répété, comme une
contention quotidienne dans un tube en plastique [190, 191]. Les rats issus de méres qui ont
subi un stress pendant la gestation réagissent & ’age adulte aux stimuli stressants avec une
augmentation des taux sanguins de CORT plus importante et plus prolongée que les animaux
témoins ; le rétrocontréle négatif de 1’axe corticotrope est moins efficace, ce qui est
probablement di & la diminution de la concentration des RG dans I"hippocampe [192-194].
Les animaux stressés & 1’Age prénatal sont aussi plus anxieux dans les situations pouvant
induire la peur [195-197] ; de plus, le comportement sexuel des méles stressés a 1’4ge prénatal

est démasculinisé [198]. Ces antmaux sont touchés plus t6t par un déficit de mémoire di au
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vieillissement, ce qui est vraisemblablement dii & I’exposition accrue de I"hippocampe a la

CORT [189].

4.3 Séparation maternelle de 24 heures

Le stress prénatal qui agit sur le cerveau quand il est en développement induit les
changements importants de la physiologie de I’animal, qui persistent jusqu’a 1’4ge adulte. Le
développement intensif du cerveau se poursuit dans la période suivant immédiatement la
naissance. Un stress subi pendant cette période peut donc également induire des changements
physiologiques 4 long terme, qui sont qualitativement différents des effets du stress prénatal.
Une procédure de stress néonatal particuliérement étudié est séparation maternelle (maternal
deprivation), qui consiste a séparer des petits de leur mére pendant une période plus ou moins
prolongée. La séparation peut étre unique ou répétée, et peut durer de 1 & 24 heures. C’est un
modéle qui comprend plusieurs facteurs stressants : manque de nourriture, d’eau, de la
présence et du comportement maternels. Les effets de la séparation maternelle sont différents
selon sa durée, sa fréquence, et [’dge auquel elle est subie, mais quelle que soit la procédure
utilisée, ils subsistent jusqu’a ’age adulte.

La procédure de la séparation maternelle de 24 heures est infligée aux ratons a des
périodes bien définies du développement du systéme nerveux central, et permet ainsi de
discerner les effets du stress subi a des Ages différents. Elle consiste habituellement a enlever
la mere de la cage et & mettre la cage avec des ratons pour 24 heures sur une plaque
chauffante ou dans une couveuse, afin de maintenir leur température corporelle dans les
limites normales, puisque leur systéme thermorégulateur n’est pas complétement développé

avant le sevrage [199].

4.3.1 Effets immédiats

Les effets immédiats de la séparation maternelle sur les éléments de 1'axe
corticotrope chez le rat sont représentés dans le Tableau 2. Différentes études ont montré

différents changements, mais on observe généralement une activation de [’axe corticotrope,
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Tableau 2. Etat de I’axe corticotrope aprés 24 heures de séparation maternelle. LE : Long-
Evans, LExSD : hybride Long-Evans et Sprague-Dawley, SD : Sprague-Dawley, W : Wistar,

Références [200-222]

jour de la séparation 34 5-6 7-9 10-12 14-16 17-19 20-22
(postnatal)
souche SDxLE | LE,SD, SD, LE, SD, LE, SD, LE,
SDxLE, SDxLE, SDxLE SDxLE SDxLE SDxLE
W W
ARNm de c-fos = ) = )
dans le NPV
ARNm de NGFI-B 0 0
dans le NPV
ARNhn de CRH = = =
dans le NPV
ARNm de CRH 4= = 1= = ¥
dans le NPV
ARNm deVP = = =
dans le NPV
CRH dans F'EM J =
récepteurs de CRH = i
dans I’hypophyse
ACTH plasmatique = h, = = M, = T ) 0
CORT plasmatique = = NG =) (9 Tt =
CBG plasmatique l {
sensibilité des =7 t t 1)
surrénales 28 PACTH
ARNm de RG =CAL3, | $CAl; | 4 CAL;
dans Phippocampe 4, DG =CAlL 3, | =CAl 3,
4, DG 4. DG
ARNm de RM =CAL3, | {CAl | lCAl=
dans hippocampe 4,DG  {=CA3,4, ] CA3, 4,
DG DG
ratio de ARNm = ¥ {
RM:RG dans le
hippocampe (CAl)
ARNm de RG ¥ B
dans le NPV

dont I’élément le plus consistant est I’augmentation des taux plasmatiques de CORT. Cette
activation apparait systématiquement & partir du JPN 7, ce qui implique que la séparation

maternelle est un stress trés fort, puisqu’il est capable de surmonter 1’hyposensibilité des rats
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au stress pendant la période durant laquelle ils ne réagissent qu’aux facteurs de stress plus

forts (JPN 4-12).

L’augmentation de P'expression de PARNm des génes immeédiats précoces (c-fos,
NGFI-B) dans le NPV indique ’activation de 1’axe corticotrope a ce niveau [200]. Cependant,
les études qui ont mesuré I’expression de ’ARNm de la CRH ou de la VP dans le NPV ne
mettent en évidence aucune augmentation [200-205]. II est cependant possible que les
quantités de CRH ou de VP atteignant I’hypophyse soient augmentées sans augmentation de
la transcription : dans un premier temps, par la libération accrue de la CRH/VP par les
terminaisons nerveuses de I'EM, et dans un deuxiéme temps, par I"augmentation de la
traduction des ARNm induisant I’augmentation de la synthése de ces hormones. A des dges
différents, 1'importance relative de ces deux mécanismes est différente: le JPN 10, la
diminution des concentrations de la CRH dans ’EM indique la libération de ce peptide par
des terminaisons nerveuses ; une telle diminution n’apparait pas le JPN 18, probablement
grice a I’évolution des neurones du NPV, qui peuvent alors assurer une production soutenue
de la CRH [206]. En conclusion, il n’est pas établi si I’augmentation des taux plasmatiques de
CORT est précédée a tous les Ages, ou méme a certains dges, par une augmentation de la
libération de 1a CRH ou de la VP,

Les taux de I’ACTH plasmatique aprés une séparation maternelle de 24 heures sont
normaux ou légeérement élevés selon les études : en régle générale, une séparation subie au
début de la période néonatale et pendant la période HRS n’augmente pas ou peu ’ACTH
sanguin, cependant, & partir du JPN 14, ’augmentation est démontrée [207, 208].

Bien qu’il n’y ait pas d’élévation des taux sanguins d’ACTH, les niveaux de CORT
sont légerement ou fortement ¢levés aprés une séparation maternelle a partir du JPN 7 selon la
plupart des études [200-212, 214-216, 218, 219, 222, 223, 224]. De plus, les taux sanguins de
CORT apres une injection d’ACTH s’élevent plus chez les ratons séparés de leur mére que
chez les ratons témoins [214, 215, 217]. En conclusion, }’élévation des taux plasmatiques de
CORT apres une séparation maternelle peut étre due a ’augmentation des taux plasmatiques
d’ACTH et/ou 4 ’augmentation de la sensibilité des surrénales & ’ACTH.

L’augmentation des taux plasmatiques de la CORT met en jeu un rétrocontréle
négatif par des RG dans plusieurs régions liées 4 ’axe corticotrope, dont I’hippocampe.
Quand la séparation maternelle est réalisée le JPN 3, elle induit une faible augmentation des

niveaux de CORT, et I’expression des ARNm des RG hippocampiques ne change pas [205].
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Cependant, lorsque la séparation maternelle est réalisée aprés le JPN 8, elle induit une forte
réponse de CORT, et on observe une diminution de ’expression des ARNm de RM et de RG
dans I’hippocampe (surtout dans la région CAl) et dans le NPV [204, 205]. Ces changements
peuvent perdurer longtemps apres la fin du stress, et peuvent donc influencer la réponse
corticotrope de ces animaux.

L’axe corticotrope activé des rats séparés de leur mére répond différemment aux
stimuli stressants que celui des rats témoins (Tableau 3). Cependant, le changement de la
réponse dépend non seulement de I’age, mais aussi du type de stimulus stressant. La plus
robuste modification induite par la séparation maternelle se produit pendant la période HRS.
Des ratons séparés de leur mére pendant cette période réagissent a des stimuli stressants avec
une réponse endocrinienne (ACTH, CORT), alors que les méme stimuli n’induisent aucune
réponse chez les rats témoins (injection de soluté physiologique [202, 203, 213, 215];
contention [200]). La réponse endocrinienne 4 d’autres stimuli stressants — qui induisent une
réponse méme chez les témoins — est également amplifiée (froid [201]). En dehors de la
période HRS, Ieffet de la séparation maternelle est plus équivoque : elle a plutét tendance a
réduire la réponse ACTH aux stimuli stressants [202, 203], alors que la réponse CORT ne
change pas ou est amplifiée [200, 202, 203].

Le mécanisme induisant une amplification de la réponse endocrinienne aux stimuli
stressants aprés unc séparation maternelle pendant la période HRS n’est pas clairement
identifié. Il ne semble pas étre 1ié a la séerétion de la CRH ou de la VP, puisque I’expression
de ’ARNm de ces peptides n’est pas augmentée chez les rats séparés de la mere [200, 202,
203).

En dehors de ses effets sur I’axe corticotrope, la séparation maternelle agit sur
d’autres systémes neuronaux. Notamment, la sécrétion de 1’hormone de croissance diminue,
ainsi que ’activité de I’ornithine décarboxylase, qui est un index sensible de la croissance et
de la différenciation [212]. L’activit¢é du systéme sérotoninergique augmente: une
augmentation des niveaux de la sérotonine et du 5-HIAA est observée dans le tronc cérébral
[226].

Les différents changements des systémes neuronaux décrits sont induits par
différents aspects du stress complexe qu’est la séparation maternelle. Cette question a été
¢tudiée par le remplacement artificiel des manipulations tactiles ou nutritionnelles
maternelles. Le léchage ano-génital est nécessaire aux jeunes rats pour les faire uriner, Son

imitation en caressant les ratons séparés de la mére avec une brosse dans la région ano-
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génitale a empéché les changements des taux plasmatiques d’ACTH, de GH et d’ornithine
décarboxylase [204, 212, 219, 227]. Cette manipulation ne normalise cependant pas les
niveaux de CORT. En combinant les caresses ano-génitales avec la nutrition artificielle des

animaux, les taux plasmatiques de CORT restaient aux niveaux normaux [204, 219].

Tableau 3. Réponse de I’axe corticotrope 4 un facteur de stress aprés 24 heures de séparation
maternelle. LE : Long-Evans, LExSD : hybride Long-Evans et Sprague-Dawley, SD :
Sprague-Dawley, W : Wistar. Références: [200-203, 205-215, 218-222, 225, 226]

jour de la séparation 34 5-6 7-9 10-12 14-16 17-19 19-21

{postnatal)

souche SDxLE LE, SD, SD, LE, 8D, LE, SD, SD,
SDxLE, | SDxLE, | SDxLE, | SDxLE | SDxLE | SDxLE

W W W

ARNm de ¢-fos { T, =) 3 \’

dans le NPV

ARNm de NGFI-B + =

dans le NPV

ARNhn de CRH i) ¢ {

dans le NPV

ARNm de CRH \: L= b, = {

dans [e NPV

ARNm de VP = T =

dans le NPV

ACTH plasmatique t ,= ) T l,= )

CORT plasmatique T,= e T 1) ) ) 4

4.3.2 Effets a long terme

La séparation maternelle de 24 heures peut avoir des conséquences durant plusieurs
semaines, et méme jusqu'a [’8ge adulte. Ces conséquences sont neuroendocriniennes,
nerveuses et comportementales.

Les modifications persistantes de P’axe corticotrope des rats qui ont été séparés de la
mere a 1’Age ncéonatal ont ét¢ étudiées principalement chez des rats trés jeunes, avant méme le

sevrage (Tableau 4). Chez ces rats juvéniles, I’expression basale de I’ARNm de la CRH dans
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Tableau 4. Etat de I’axe corticotrope a I’Age adulte des rats séparés de la mére pour 24 heures
a I’age précoce. BN : Brown Norway, LExSD : hybride Long-Evans et Sprague-Dawley, SD :
Sprague-Dawley, W : Wistar. Références: [5, 216,221, 224,228,229, 231-234]

jour de Ia séparation 3-4 7-9 10-12
{postnatal)
souche BN, LExSD, LExSD LExSD, SD,
W W
ARNm de CRH dans l,= = =
le NPV
ARNm de c-fos dans = =
le NPV
ACTH plasmatique LT = = =
CORT plasmatique T, = = ), =
poids des surrénales T,=
GR mRNA =CAL 3,4, | L CAL3,4, | {CAL3,4,
= dans 'hippocampe DG DG DG
w
2 |MRmRNA =CAlL, 3,4, | =CAL3,4, 1 CAl,
- dans I'hippocampe DG DG =CA3,4,DG
el
= | GR Bmax b=
dans 'hippocampe
MR Bmax I,=
dans I'hippocampe
GR Bmax J,=
dans ’hypothalamus
GR mRNA { ¥ 4
dans le NPV
GR mRNA 2
dans ’hypophyse
= | ARNm de CRH t 3
E dans le NPV
2
» S | ARNm de c-fos T =
-
= % dans le NPV
g E
§ “ | ACTH plasmatique 1= = 1, =
o
® | CORT plasmatique .1, = = $,1,=

le NPV, ainsi que les taux plasmatiques basaux d’ACTH et de CORT sont généralement

normaux {5, 216, 221, 224, 228, 229], mais la réponse aux facteurs de stress est modifice.

Cette modification dépend de 1’4ge auquel la séparation a été subie : une réponse ¢’ACTH

exagérée apparait chez les rats qui ont été séparés le troisiéme jour postnatal, la réponse est
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similaire a celle des témoins chez les rats qui ont subi la séparation le cinquiéme jour
postnatal, finalement, elle est diminuée chez les rats qui ont été séparés le onzieéme jour
postnatal [5, 221]. L’augmentation des taux d’ACTH chez les rats ayant subi une séparation
le troisieme jour postnatal semble éire due directement a 1’augmentation de la sécrétion de la
CRH, puisqu’on observe une augmentation de I’ARNm de la CRH et du c-fos dans le NPV
[221]. Les modifications de la réponse CORT ne suivent pas toujours celles de la réponse
ACTH [221]. Ceci peut s’expliquer par une relation non-linéaire entre I’ACTH et la CORT
[215, 230].

Il a été envisagé que la modification de la réponse ACTH a un stimulus stressant
chez les rats ayant subi une séparation maternelle soit due a la modification du rétrocontrole
de I’axe corticotrope par les récepteurs aux corticostéroides [5]. Cependant, les changements
de I’expression de ’ARNm des RG et des RM dans I’hippocampe et dans le NPV ne
concordent pas avec les changements de la réponse ACTH [5]. Ces résultats peuvent étre
expliqués des deux fagons : soit les récepteurs aux glucocorticoides ne sont pas impliqués
dans la modification de la réponse ACTH, soit la mesure de 1’expression de I’ARNm ne
refléte pas bien la capacité de liaison et le fonctionnement de ces récepteurs [5, 231].

Peu d’études ont été conduites sur les caractéristiques de 1’axe corticotrope des rats
adultes qui ont été séparés a 1’4ge précoce. Une étude a démontré que I’expression de
I’ARNm de la CRH dans le NPV est diminuée [231]. Les résultats des différentes études
concernant les hormones de stress sont contradictoires : les taux basaux d’ACTH et de CORT
sont soit élevés, soit normaux [224, 231]. Enfin, les récepteurs aux corticostéroides ont éié
étudiés par plusieurs travaux : la capacité de Haison des RG et des RM dans I"hippocampe des
méiles séparés de la mére 4 I’4ge de trois jours est soit diminuée, soit inchangée seion 1’4ge de
I’évaluation et la méthode utilisée [232, 233] ; "expression de I’ARNm des RG et des RM est
inchangé dans I"hippocampe des rats séparés, et diminuée ou inchangée dans le NPV et dans
I’hypophyse antérieure [231, 233]. Ces résultats ne donnant pas une image claire de 1’axe
corticotrope des adultes séparés de la mére a 1’dge néonatal, des études supplémentaires sont
donc nécessaires.

La séparation maternelle a des effets persistants sur les systémes neuronaux
différents de I"axe corticotrope et sur le comportement, qui ont été étudiés chez les rats
adultes (Tableau 5). Le poids corporel de ces animaux est généralement diminué
indépendamment de 1’Age 4 la séparation, mais cette diminution disparait avec ’dge de

I’animal [224, 231, 235, 236]. Le
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Tableau 5. Caractéristiques (non corticotropes) des adultes ayant subi une séparation
néonatale. BN : Brown Norway, CR : Charles River, LEXSD : hybride Long-Evans et
Sprague-Dawley, SD : Sprague-Dawley, W : Wistar. Références: [4, 224, 228, 231, 235-237,
240-242]

jour de la séparation 3-4 5-6 7-9 10-12 14-16 17-19
(postnatal)
souche BN, W W LExSD, CR W
LExSD,W SD, W
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4 B | récepteurs S-HT1A t
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systtme dopaminergique nigrostriatal des animaux séparés est activéet plus sensible :
I’expression de ’ARNm de la tyrosine hydroxylase sont élevés dans les neurones A9 et
I’apomorphine induit plus d’activités locomotrices et de mastication [231, 237, 238]. Ces
résultats sont consistants avec une hypersensibilité de I’axe corticotrope, puisque les études
sur des souches de rats génétiquement sélectionnées ont montré que la sensibilité 4 la
dopamine est liée a la sensibilité corticosurrénalienne 4 ’ACTH et & P’efficacité du
rétrocontréle de CORT [239]. Les études sont contradictoires concernant le sursaut au bruit et
I’inhibition par un pré-signal, paramétres comportementaux liés au systéme dopaminergique.

Notamment, une étude a démontré une diminution de ces deux paramétres, ce qui indiquerait
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une hyperactivité du systéme dopaminergique [240], mais une autre ¢tude n’a pas confirmé
ces résultats [241]. L’anxiété des animaux séparés est normale ou diminuée {228, 235]. Les
données concernant I’apprentissage des animaux ne sont pas irés consistantes :
P’immobilisation conditionnée est déficitaire quel que soit 1’dge & la séparation, alors que
I’évitement est déficitaire chez les animaux séparés avant la période HRS, accru chez les
animaux séparés pendant cette période et normal chez les animaux séparés plus tard. De plus,
ces cffets dépendent aussi du sexe des animaux [235].

L’identité des facteurs induisant les modifications persistantes dues & la séparation
maternelle n’a pas été clairement déterminée. Trois causes possibles ont été suggérées : le
manque nutritionnel, qui induit par divers médiateurs un retard dans le développement de
plusieurs systémes neuronaux, le comportement de la mére, qui peut étre influencée par la
séparation et I’élévation prolongée des taux de CORT.

La sous-nutrition sans séparation maternelle a été étudiée en créant artificiellement
des larges portées que la meére ne pouvait pas suffisamment nourrir, en ligaturant une partie
des tétines de la mere ou encore en sous-nourrissant la mére allaitante. Ces procédures ne sont
pas anodines, puisque chacune influence le comportement de la mere, ce qui est un variable
additionnelle 4 la sous-nutrition des petits. La nutrition réduite induit des forts changements
négatifs a I’a4ge néonatal, puisque I’animal est en train de traverser une période de croissance
rapide. Les ratons sous-nourris ont des taux sanguins de glucose et de CORT diminués [243].
Des rats juvéniles ou adultes qui faisaient partie des portées sous-nourries se caractérisent par
un poids corporel diminué, des déficits de la structure cérébrale, notamment de I’hippocampe,
ainsi qu’un toilettage €levé [244-246].

Le comportement de la mére envers ses petits suivant une séparation prolongée n’a
pas été etudié, il est cependant probable qu’il est modifié, puisqu’une séparation de courte ou
de moyenne durée (de 15 4 240 minutes) augmente la fréquence des comportements maternels
(léchage, toilettage [247, 248]). 1l est significatif que les rats issus de meéres qui montrent
spontanément plus de comportements maternels ressemblent en bien des points aux rats qui
ont subi un Aandling : la réponse neuroendocrinienne aux stimuli siressants est diminuée, la
sensibilit¢ des RG dans I’hippocampe est augmentée, 1’anxiété est diminuée [1]. Cette
coincidence a éte interprétée dans le sens ot tous les effets du handling seraient induits par la
modification du comportement matemnel. 1l est difficile de prédire si une séparation prolongée
induit les changements du comportement maternel dans le méme sens, mais si ¢’est le cas, ils

pourraient diminuer les effets néfastes de la sous-nutrition.
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L’effet d’un traitement périnatal par la CORT dépend largement de la quantité
introduit dans "organisme. Les taux sanguins trés élevés de CORT (similaires 4 ceux atteints
pendant une séparation maternelle), peuvent induire de nombreux effets négatifs sur la
croissance du cerveau et la prolifération des cellules. Notamment, ils inhibent la neurogenése
et la gliogenese dans les régions qui sont en cours de division active, retardent la myélination,
la formation des épines dendritiques, la croissance axonale et la synaptogenése dans les
neurones qui ont déja fini de se diviser [249]. Les rats ayant eu des taux sanguins élevés de
CORT ont moins de RG dans 'hippocampe [250]. Au contraire, les concentrations
modérément élevées de la CORT pendant 1a période néonatale peuvent induire des effets
bénéﬁqués : plus de récepteurs aux glucocorticoides dans Phippocampe, une réponse
neuroendocrinienne aux stimuli stressants diminuée, ainsi qu'une performance améliorée dans

les tests de mémoire et une anxiété diminuée [251-253].

4.4 Séparation matemelle répétée

Nous avons vu qu’entre le handling — une séparation de la mere de 15 minutes — et la
séparation maternelle de 24 heures, il existe une multitude de protocoles visant a établir les
effets de 1’absence de la mére sur les petits. Il est impossible d’acquérir une image globale des
effets de ces manipulations, notamment a cause de leur hétérogénéité : Ia séparation peut
durer d’une heure jusqu’a 8 heures, et peut étre unique ou répétée jusqu’a une fréquence
Journaliere. Une revue excellente traite en détail les effets de ces procédures [254], dont
quelques-uns seront mentionnés ici afin de démontrer qu’ils peuvent étre trés différents des

effets de la séparation maternelle de 24 heures.

4.4.1 Effets immédiats

Les effets de la séparation maternelle sur ’axe corticotrope sont en relation directe
avec la durée de la séparation : un minimum de deux heures de séparation est requis pour
induire des élévations significatives de CORT [201, 206, 212, 255], et au moins 8 heures de
séparation sont nécessaires pour faire apparaitre une hypersensibilité de 1’axe corticotrope aux

stimuli stressants [218, 255].
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Les effets aigus des procédures de séparation maternelle répétée ont &€ peu étudiés.
Toutefois, une séparation maternelle d’une heure par jour semble sensibiliser les ratons aux
effets de la séparation [256]. Ainsi, la séparation maternelle répétée augmente les niveaux
plasmatiques basaux de CORT pendant la période HRS, ce qui démontre des effets cumulatifs
des separations courtes et quotidiennes. Cependant, les effets d’une séparation maternelle
répétée plus espacée et plus longue (trois fois 8 heures, les JPN 7, 9 et 11) ne sont pas
cumulatifs, comme les taux plasmatiques de CORT sont augmentés immédiatement apres

chaque séparation, mais cet effet n’est pas durable [216].

4.4.2 Effets a long terme

Les effets prolongés de la séparation maternelle répétée sur 1’axe corticotrope ne sont
pas consistants entre les études, probablement a cause de la variété de protocoles utilisés.
Certains travaux ont trouvé une augmentation de la réponse neuroendocrinienne aux stimuli
stressants, comme suivant une séparation de 24 heures [257-260], d’autres une réponse
diminuée, comme suivant le handling [261, 262], et les autres travaux n’ont pas trouvé de
changements de réponse [216, 263, 264].

Les autres effets persistants de la séparation maternelle répétée sont également
inconsistants. Le systéme dopaminergique des animaux ayant subi une séparation maternelle
répétée a été étudié en mesurant ’activité induite par ’amphétamine ; celle-ci peut étre
augmentée [265-267], normale [268] ou diminuée [269]. L’anxiété de ces animaux peut
¢galement étre augmentée [257, 260, 262], normale [259, 270, 271 ou diminuée [271-273].

La prise alimentaire de ces animaux a été étudiée dans peu d’expériences: leur
ingestion de nourriture standard est inchangée [274], mais ils peuvent consommer plus

d’aliments tres palatables [271].
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MATERIELS ET METHODES

1 Animaux et maintenance

Les animaux utilisés sont obtenus dans notre animalerie par le croisement de
femelles et de méles Long-Evans provenant de 1’élevage CERJ (Le Genest, France). Trois
semaines au moins avant le début de la reproduction et durant toutes les expériences, les
animaux sont soumis & un cycle de lumiére inversé (extinction a 10 h, allumage a 22 h). Ils
sont installés dans des boxes d’animalerie dont la température est maintenue constante (23 +
1°C).

L’4ge des animaux est déterminé en contrélant les naissances deux fois par jour a
10h et 2 18 h, et le jour de la naissance est désigné comme JPN 0. Les portées entiéres sont
maintenues avec la mére dans les cages en polypropyléne (20 x 32 x 19 cm), avec comme
litiere de la sciure et des copeaux. Ils ont a leur disposition des croquettes standard de
reproduction (A03, UAR, France) et de ’eau de ville ad libitum. Le jour suivant [a naissance
(JPN 1), les portées sont ajustées 4 9 ratons en éliminant des ratons surnuméraires sans critére
spécifique. Ainsi, toutes les portées sont composées de méles et de femelles, mais dans des
proportions variées. A partir de ce moment, les animaux ne sont plus manipulés jusqu’a la
séparation maternelle, et par la suite, jusqu’au sevrage. Cela est fait pour minimiser les
risques de la perturbation de la relation mére-enfant en dehors de la séparation maternelle
expérimentale.

Tandis que d’autres études incluent souvent un procédé de randomisation de la
distribution de ratons entre les méres ayant mis bas le méme jour, notre méthode ne perturbe
pas les ratons jusqu’au jour de la séparation, dans le but de prévenir I’introduction d’une
nouvelle variable : I’adoption. En effet, ’adoption en elle-méme modifie le comportement
adulte et diminue la réponse neuroendocrinienne aux stimuli stressants, probablement en
augmentant I’incidence des soins maternels apres la redistribution des ratons [190, 275].

Les rats sont sevrés a 1’dge de 22 jours. Les expériences sur les adultes sont
conduites entre 1’4ge de 2 et 4 mois. Pour chaque groupe adulte expérimental, des animaux
utilisés proviennent d’au moins 6 portées, donc, généralement, sculement 2 animaux sont

issus de la méme portée.
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2 Séparation néonatale de la mére

Les ratons sont séparés de la mere pour 24 heures, pour le groupe SEP5 de 15 h le
JPN 5 jusqu’a 15 h le JPN 6, et pour le groupe SEP14 de 15 h le JPN 14 jusqu’a 15 h le JPN
5. La portée enticre est mise dans une cage en plastique contenant la litiere de la cage de
reproduction, alors que la mére reste dans la cage de reproduction. Les ratons sont pesés
ensemble et placés dans une couveuse réglée a 35°C et a 40% d humidité, on ils restent pour
24 heures. Pendant la séparation, les ratons n’ont accés ni a la nourriture, ni a I’eau. Les
portées témoins (NSEP) sont séparées de la meére et pesées tout comme les portées SEP, mais
restent seulement pour 3 minutes dans la couveuse et sont ensuite réunies dans la cage
d’origine avec la meére. Vingt-quatre heures aprés le début de la séparation, les portées SEP et

NSEP sont de nouveau pesées, et sont ensuite réunies avec la mére.

3 Protocoles expérimentaux et effectifs

Dans cette partie, seuls sont présentés le principe des protocoles expérimentaux et les
effectifs (entre parenthéses). Les régimes, les méthodes utilisées pour les expériences, les

prélévements et les dosages sont détaillées par la suite.

3.1 Effets immédiats

Les portées entigres SEP (14 SEP5, 15 SEP14) sont pesées au début et 2 la fin de la
séparation maternelle, et les portées NSEP (9 NSEPS, 9 NSEPI4) aux moments
correspondants.

A la fin de la séparation (pour les SEP) ou au moment correspondant (pour les
NSEP), deux animaux de chaque portée sont choisis au hasard et sacrifiés. Leur sang est
prélevé afin de permettre un dosage d’ACTH (14 NSEPS, 14 SEPS, 11 NSEP14, 11 SEP14 ;
section 12) et de CORT (4 NSEPS5, 8 SEP5, 6 NSEP14, 7 SEP14 ; section 12). Leur cerveau
est prélevé pour I’évaluation de ’expression des ARNm par hybridation in situ (VP : 10

NSEP5, 8 SEP5, 10 NSEP14, 8 SEP14 ; CRH : 10 NSEP5, 8 SEPS, 10 NSEP14, 7 SEP14 ;
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section 8) et pour les dosages de neuropeptides par immunocytochimie dans le noyau
paraventriculaire (VP ; 11 NSEPS5, 11 SEPS, 6 NSEP14, 7 SEP14 ; CRH : 9 NSEP5, 9 SEPS,
6 NSEP14, 7 SEP14 ; colocalisation VP : 9 NSEPS, 9 SEPS, 4 NSEP14, 5 SEP14 ; section 9)
et dans I’éminence médiane (VP dans la zone interne: 5 NSEP5, 8 SEPS, 5 NSEP14, 5
SEP14 ; VP dans la zone externe : 4 NSEP5, 4 SEP5, 5 NSEP14, 5 SEP14 ; CRH dans toute
I’EM : 7 NSEPS, 7 SEP35, 5 NSEP14, 4 SEP14). Les hypophyses des animaux sont prélevées
pour la quantification des récepteurs aux glucocorticoides par Western Blot (5 NSEPS, 8
SEPS, 6 NSEP14, 7 SEP14 ; section 11). Finalement, les surrénales sont prélevées et pesées
immédiatement (22 NSEPS, 30 SEPS, 20 NSEP14, 34 SEP14).

3.2 Effets persistants

3.2.1 Animaux nourris du régime standard

Les portées sont sevrées a I’age de 22 jours, quand chaque portée est mise dans une
cage propre. A 'dge de 28 jours, les males sont identifiés, pesés et placés dans les cages par
groupes de 2 ou 3. Ils sont par la suite pesés une fois par semaine, au moment du nettoyage
des cages. Ils ont & leur disposition des croquettes standard de reproduction et de ’eau de ville
ad libitum jusqu’a I’dge de 8 semaines, quand ils sont mis individuellement dans les cages
meétalliques (22 x 28 x 19 cm) et les croquettes sont remplacées par des mangeoires contenant

un régime standard sous forme de poudre.

3.2.1.1 Comportement alimentaire basal

Le comportement alimentaire est mesuré chez les rats ayant accés ad libitum au
régime standard (27 NSEP, 20 SEP5, 22 SEP14). La mesure de la prise alimentaire
commence a 1’dge de dix semaines, aprés une période d’habituation de quinze jours, et dure
quinze jours. Elle est réalisée en pesant des récipients de nourriture tous les jours cing fois : &
I’extinction de la lumiére, deux et six heures aprés 1’extinction, a 1’allumage de la lumiére et
dix heures aprés 1’allumage de la lumiére (10h, 12h, 16h, 22h, 8h). Les valeurs moyennes de
prise alimentaire durant les quinze jours des périodes ainsi définies sont calculées. Les
périodes sont choisies en fonction des rythmes circadiens déja décrits de CORT, d’insuline et

d’autres hormones qui participent a la régulation de la prise alimentaire [10]. Il est ainsi
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possible de détecter les changements de la prise alimentaire méme s’ils sont restreints a une
période courte de la journée, et de relier ces changements 4 des modifications endocriniennes.
Le poids corporel des animaux est mesuré trois fois par semaine.

Ces animaux et d’autres ayant été habitués au régime standard sous forme de poudre
participent dans d’autres expériences, comme décrit par la suite. Entre chaque expérience, il

existe une période de récupération d’au moins une semaine,

3.21.2 Comportement alimentaire aprés une contention de 3 heures

Dans cette expérience, les rats (8 NSEP, 10 SEPS5, 11 SEP14) sont leurs propres
témoins. Pendant la contention, les rats ne peuvent ni manger, ni boire, c¢’est pourquoi
pendant la période témoin, les récipients de nourriture ainsi que I’eau sont enlevés de la cage.
Ce jeline débute 3 heures avant I’extinction de la lurrﬁére, ¢t dure 3 h. La contention est
imposée apres cing jours de récupération. Les animaux sont contraints pendant 3 h (début de
la contention : 3 h avant P’extinction de la lumiére) dans les tubes en plastique (section 6.1).
Les mangeoires sont pesées toutes les 24 heures pendant 2 jours aprés la contention et le

jetine. Les ammaux sont pesés avant le début de la contention et le jeline et 2 jours plus tard.

3213 Comportement alimentaire aprés une injection intracérébroventriculaire de

leptine

Les animaux (9 NSEP, 9 SEPS5 et 9 SEP14 rats) sont canulés bilatéralement dans les
ventricules latéraux (section 5). Avant le début des injections, les rats sont manipulés tous les
jours pendant 2 semaines afin de les habituer & rester immobiles pendant la durée des
injections et pour leur éviter tout stress pendant ces injections.

Les rats subissent une injection avec de liquide céphalo-rachidien artificiel (LCR, 4
ul) ou de 10 pg / rat de leptine dituée dans 4 pul de LCR (leptine de souris, Cat. No. 498-OB-
0IM, R&D Systems, UK). Le LCR artificiel est une solution d’eau distillée stérile contenant
124 mM NaCl, 3,3mM KCl, 1,24mM KH,PO4, 1,3mM MgS8Oy4, 2,5mM CaCl,, 26 mM
NaHCO; et 10 mM glucose. Chaque rat est son propre témoin, et les injections sont faites
dans I’ ordre contrebalancé, avec une période de récupération de cing jours entre les injections.
Les injections sont réalisées chez les rats vigiles (free-moving) juste avant 1’extinction de la

lumiére, quand les rats ont faim.
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Les mangeoires sont pesées toutes les 24 heures pendant 5 jours aprés chaque

injection. Les animaux sont pesés le jour précédent 1’injection, 2 jours et 4 jours plus tard.

3214 Comportement alimentaire apres une injection intrapéritonéale de
dexfenfluramine (dF)

A T'age de trois mois, les rats (11 NSEP, 11 SEP5 et 11 SEP14) subissent une
injection intrapéritonéale (ip) de soluté physiologique (1 ml / kg) ou du méme volume de dF,
diluée afin d’injecter 1 mg / kg poids corporel. Chaque rat est son propre témoin, et les
injections sont faites dans I’ordre contrebalancé, avec une période de récupération de 48
heures entre les injections. Les injections sont effectuées juste avant I’extinction des lumiéres,
quand les animaux ont faim. Les mangeoires sont pesées 2 heures et 6 heures apreés chaque

injection. Les animaux sont pesés le jour précédant et le jour suivant les injections.

3.2.15 Comportement d’anxiété dans un appareil “ open field ”

Une mesure de ’anxiété des animaux est faite en observant leur comportement dans
un nouvel environnement bien illuminé, qui est pergu comme menagant par des animaux
(section 7). L’expérience est conduite quand les rats (14 NSEP, 12 SEP5 et 10 SEP14) ont
atteint I’ge de deux mois. Comme Pexpérience requiert I’illumination, elle est conduite
pendant la phase diurne, 4 partir de minuit (deux heures aprés 1’allumage des lumiéres), dans

une période ou les taux d’ ACTH sont relativement constants,

3.2.1.6 Réponse neuroendocrinienne a fa contention

Des canules jugulaires sont implantées dans 11 rats NSEP, 10 SEPS5 et 8 SEP14 pour
permettre de réaliser des prélévements sanguins successifs sur ’animal vigile (section 6.2).
Une contention de 30 min est réalisée aprés une période de récupération de 4 jours (section
6.1). Les rats sont introduits dans des tubes en plastique 4 13 h (3 heures aprés [extinction de
la lumiere). Cette période est choisie 4 cause de raisons pratiques (cycle nycthéméral inverse),
mais aussi parce qu’a cette heure de la journée, les taux plasmatiques d’ACTH sont
relativement bas et constants. Cependant, des taux plasmatiques de CORT sont généralement

encore €levés aprés le pic atteint au début de la nuit (voir par exemple [276]). Les
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¢chantillons de sang sont prélevés a 15 et 30 minutes de stress, et 15, 30 et 60 minutes aprés
la fin de la contention (section 6.2). Les taux d’ACTH et de CORT sont mesurés par dosage

radioimmunologique (section 12).

3.2.1.7 Réponse neuroendocrinienne a un jeline de 48 heures

Un jeline de 48 h est appliqué aux animaux. Pendant cette période, les rats “ a jeun ”
(6 NSEP, 6 SEPS5, 6 SEP14) n’ont pas accés a la nourriture, mais ils ont & leur disposition de
Peau de ville ad libitum, les rats “ ad libitum > (5 NSEP, 5 SEP5, 5 SEP14) ont aussi de la
nourriture ad libitum.

A la fin de la période de 48 heures, les animaux sont sacrifiés entre 15 et 16 heures.
Des prélévements de sang sont effectués pour les dosages de CORT (section 12).
L’adénohypophyse est prélevé pour les dosages de RG par Western Blot (section 11). Les

surrénales sont également prélevées et pesées,

3.2.1.8 Prélevements basaux a la fin des expériences

A Page de quatre mois, aprés au moins une semaine de récupération suivant la
derniére expérience, les animaux sont sacrifiés entre 15 h et 16 h. Leur sang est prélevé afin
de permetire un dosage d’ACTH (7 NSEP, 7 SEPS5, 7 SEP14 ; section 12) et de CORT (31
NSEP, 21 SEPS, 21 SEP14; section 12). Leur cerveau est prélevé pour 1’évaluation de
I’expression des ARNm par hybridation in situ (VP : 9 NSEP, 5 SEP5, 5 SEP14 ; CRH : 10
NSEP, 5 SEP5, 4 SEPl4; section 8). Pour la quantification des récepteurs aux
glucocorticoides par Western Blot (section 11), les prélévements d’hippocampe (16 NSEP, 10
SEPS, 10 SEP14), d’hypothalamus (16 NSEP, 9 SEP5, 10 SEP14), de cortex (12 NSEP, 8
SEPS, 9 SEP14) sont effectués. Pour les dosages de RG par binding assay, les prélévements
d’hippocampe sont effectués aprés une surrénalectomie (10 NSEP, 11 SEP5, 11 SEP14;
section 10). Les surrénales des animaux n’ayant pas subi de surrénalectomic sont prélevées et

pesées immeédiatement (31 NSEP, 19 SEPS, 21 SEP14),
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3.2.2 Animaux nourris au régime des trois macronutriments séparés

Jusqu’a ’4ge de 8 semaines, les animaux sont €levés comme les animaux nourris au
régime standard (section 3.2.1). A ce moment, ils sont mis individuellement dans les cages
métalliques (22 x 28 x 19 cm) et les croquettes sont remplacées par des mangeoires contenant
un régime dissocié de trois macronutriments sous forme de poudre (section 4.2).

La mesure de la prise de trois macronutriments dissociés commence & 1’age de dix
semaines (16 NSEP, 14 SEP5, 10 SEP14) et se fait selon le méme protocole que dans le cas
de la prise de nourriture standard.

A ’age de quatre mois, les animaux sont sacrifiés entre 15 h et 16 h. Leur sang est
prélevé afin de permettre un dosage ’ACTH et de CORT (10 NSEP, 10 SEPS, 8 SEP14 ;
section 12). Leur cerveau est prélevé pour I’évaluation de I’expression de ’ARNm de la VP et
de la CRH par hybridation in situ (9 NSEP, 5 SEP5, 4 SEP14 ; section 8). Finalement, les
surrénales sont prélevées et pesées immédiatement (16 NSEP, 9 SEPS, 6 SEP14).

3.2.3 Animaux nourris au régime * cafétéria ”

Contrairement aux autres expériences, les rats nourris au régime “ cafétéria™ (13
NSEP, 9 SEP5, 9 SEP14) sont installés dans les cages en plastique par deux ou par trois dés le
sevrage (22 jours) et jusqu’a la fin de ’expérimentation. Ils ont accés ad libitum aux régimes
dissoci€s (section 4.2) et a I’eau de ville jusqu’a I’Age de huit semaines. A ce moment, ce
régime est complémenté par des aliments trés palatables (section 4.3). Le poids corporel est
mesuré deux fois par semaine.

A la fin de la période d’expérimentation (35 jours), les rats sont sacrifiés entre 15 et
16 h, soit 20 min aprés un stress d’éther de 3 min, soit a I’état basal. Le sang est prélevé pour
les dosages d’ACTH et de CORT (pour les deux hormones, état basal : 6 NSEP, 4 SEPS5, 4
SEP14 ; stress éther : 7 NSEP, 5 SEPS, 5 SEP14 ; section 12). Leur cerveau est prélevé pour
I’évaluation par hybridation in situ de I’expression de ’ARNm de la VP et de la CRH (pour
les deux peptides, ¢tat basal : 2 NSEP, 2 SEPS, 2 SEP14 ; stress éther : 4 NSEP, 3 SEP5, 3
SEP14 ; section 8). Leur graisse sous-cutanée, épididymale et péri-rénale et les surrénales

sont également prélevées et pesées.
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4  Régimes

41 Régime standard

Le régime standard utilisé dans les expériences consiste en des croquettes standard de
reproduction (A03, UAR, France) jusqu’a 1’dge de huit semaines. A 1’ge de huit semaines,
les croquettes sont remplacées par un régime standard sous forme de poudre (A04, UAR,

France).

42 Régime de trois macronutriments dissociés

La composition du régime de trois macronutriments, supplémenté en vitamines et en sels
minéraux est présenté dans le Tableau 6. Les trois régimes sont présentés avec la méme
texture, c’est-a-dire sous forme de poudre. Comme dans le cas du régime standard, ceci
facilite la pesée et, de plus, évite I’influence de la texture des aliments sur la prise alimentaire

(probleme de palatabilité).

Tablean 6. Composition des trois régimes composés de macronutriments purs. Données en
2/100g. Les régimes glucidiques et protéiques ont une valeur calorique de 15,9 kJ/g, le régime
lipidique a une valeur calorique de 18,8 kJ/g.

Régime Régime Régime
glucidique protéique lipidique
Amidon de mais 95 0 0
Caséine 0 95 0
Huile de mais 0 0 50
Cellulose 0 0 45
Mélange salin 4 4 4
Vitamines 1 1 1

4.3 Régime cafétéria

Le régime cafétéria ajoute aux trois macronutriments dissoci€s quatre aliments tres
palatables qui sont quotidiennement alternés deux par deux. Les rats ont ainsi accés ad libitum

soit 4 des morceaux de bananes et de paté de foie, soit 4 des lardons et des biscuits sucrés.
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5 Injection intracérébroventriculaire de la leptine

Aprés anesthésie par une injection ip de Kétalar® (chlorhydrate de kétamine, Parke-
Davis, 50 mg/ml), a raison de 15 mg/100g de poids corporel, les animaux sont mis en place
sur ’appareil & stéréotaxie (Narishige, Tokyo, Japon). La peau du crane est sectionnée et la
surface de la calotte crinienne est asséchée afin de visualiser les différents repéres osseux. La
boite crinienne est ouverte a I’aide d’une fraise de dentiste.

Le positionnement des canules intracérébroventriculaires est réalisé a 1’aide d’un
appareil a stéréotaxie et d’un micromanipulateur. Les canules sont fabriquées a partir
d’aiguilles hypodermiques (TERUMO® (G27) qui ont pour diametre externe 400 um et pour
longueur 11 mm. Les cordonnées des sites d’implantation sont estimées a partir de ’atlas
stéréotaxique [277]. Le plan horizontal est défini par la ligne interaurale et un point situé a 0,5
mm en dessous de la base des incisives du maxillaire supérieur. Les coordonnées
stéréotaxiques sont définies a partir du point bregma. Pour I’implantation dans les ventricules
latéraux, nous avons utilisé les coordonnées suivantes (mm) : latéralité : + 1,5, antériorité : -1,
profondeur : 3,5.

La fixation permanente des canules sur le crine se fait au moyen de ciment dentaire.
Deux vis prises dans le ciment et insérées dans le crine maintiennent 1’ensemble. En dehors
des périodes d’injections, des stylets sont introduits et laissés en place dans les canules pour

éviter une perte possible de LCR.

Des aiguilles d’injection sont fabriquées a partir d’aiguilles Hamilton G33. Le
diameétre externe est de 100 pum, la longueur de I’aiguille est de 11,5 mm pour les ventricules
latéraux. Les injections se font a P'aide d’un pousse-seringue et durent 2 minutes pour les
injections en intracérébroventriculaire, les aiguilles restant en place 2 minutes

supplémentaires pour permettre 1’équilibration des pressions intra-ventriculaires.

54



Matériels et méethodes

6  Stress de contention

6.1 Méthode de contention

Chaque rat est introduit dans un tube en plastique transparent (diametre : 6,5 cm,
longueur : 21 cm), qui n’offre qu’une possibilité trés restreinte de bouger. Le tube est ouvert a
I’avant pour permettre la respiration au rat, et bouché a l'arriére pour restreindre le
mouvement le plus possible.

Le stress de contention est appliqué dans deux expérimentations différentes. Dans la
premiére, dont le but est de conmaitre 1’effet d’un stress trés fort sur le comportement
alimentaire des rats, la contention dure 3 heures. Dans la deuxiéme, ot il dure 30 minutes, des
prélévements sériés de sang sont effectués a I"aide de canules jugulaires afin de connaitre la

réponse neuroendocrinienne des rats & ce stimulus stressant.

6.2 Canulation jugulaire et prélévements

6.2.1 Meéthode opératoire

Des canules jugulaires sont implantées selon la méthode de Remie et ses
collaborateurs [278]. Le cathéter en silastic, qui posséde une bonne tolérance vasculaire, est
infroduit dans la veine jugulaire (diamétre interne : 0,51 mm, diamétre externe : 0,94 mm,
longueur totale ; 8 cm ; Down Corning, Sigma Médical, France). 11 est porteur d’une olive
distaie (boule de silicone ; Rhodorsil silicone, CAF4, Rhone Poulenc, France) placée 22,7 cm
de ’extrémité qui pénetre dans la veine. Le cathéter ainsi préparé est placé dans une solution
héparine/NaCl (25000 UT héparine/150 ml NaCl 0,9%) jusqu’a son utilisation.

La mise en place du cathéter est réalisée sous anesthésie au Kétalar (Panpharma,
France, ip, 150 mg/kg de poids corporel). Le rat est placé en décubitus dorsal sur une table de
dissection et la jugulaire droite extemne est dégagée ; un orifice réalisé avec une aiguille G20
(diametre externe 900 um) permet d’introduire le cathéter jusqu’a ’entrée de ’oreillette. A ce
niveau, 1’olive distale touche ’orifice et une ligature est pratiquée permettant de maintenir le
cathéter en place. En surface, le silastic est connecté a une canule externe avec un bouchon en

polyéthyléne.
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Les rats récuperent 4 jours avant le stress de contention. Pendant ce temps, le

cathéter n’est ni manipulé, ni rincé.

6.2.2 Prélévements sanguins et méthode de contention

Pendant la période de récupération, les animaux sont accoutumes aux contraintes
expérimentales, afin de minimiser le stress de manipulation. Avant et pendant les
prélévements sanguins, les bruits inhabituels sont évités.

Les prélévements débutent quatre jours aprés I’implantation du tube en silastic, Cette
période postopératoire est restreinte afin de garantir la vacuité du cathéter. Les prélévements
sanguins sont réalisés & distance sur des animaux vigiles, sans qu’une manipulation de
I’animal en dehors de sa cage soit nécessaire,

La canule externe est connectée a un cathéter de prélevement (tube en polyéthyléne,
diametre externe : 1 mm, diamétre interne : 0,8 mm ; longueur : 30 cm, Fandre n°l1), lui-
méme relié a un systéme de crochet rotatif. Ce systéme est placé juste au-dessus de la cage,
permettant de maintenir le cathéter verticalement au-dessus de la téte du rat. Ceci autorise les
animaux & dormir ou & se mouvoir sans aucune restriction, méme pendant les prélévements
sanguins.

La connexion au cathéter de prélévement se fait 4 12 h (2 heures aprés 'extinction
des lumieres), et le premier prélevement, & 1’état *“ non-stressé ” de I’animal, se fait 1 h apres
celle-ci. Le prélévement est réalisé en connectant le cathéter a une seringue de 5 ml et en
aspirant jusqu’a ce que le sang pénétre dans le corps de la seringue. Une seconde seringue de
1 ml est utilisée pour prélever 150 pl de sang. Le volume sanguin est compensé par I’injection
d’un méme volume de soluté physiologique, puis le cathéter est de nouveau rebouché. La
durée du prélévement ne dépasse pas 30 secondes. D’autres échantillons de sang sont prélevés
de la méme fagon pendant et apres la contention. Au dernier prélévement, le volume sanguin
est complété par un méme volume de soluté physiologique hépariné (25000 UI héparine/ 150

ml soluté physiologique).
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7 “Openfield”

Ce test est réalis¢ dans une piéce voisine de la piéce d’élevage, entre 24 h et 2 h,
c’est-a-dire, & partir de deux heures aprés 1’allumage des lumiéres. Les rats sont introduits
dans une ar¢ne cylindrique appelée “ open field ” de 80 cm de diamétre et de 35 cm de haut,
peinte en blanc et illuminée avec une ampoule de 60 W placée 1 m au-dessus de 1’arene. Les
rats sont placés au milieu de ’aréne, et leur comportement est filmé et observé par deux
observateurs présents dans la picce pendant les 3 minutes du test. Les paramétres mesurés
sont : latence avant la sortie du cercle central, nombre des lignes croisées, temps passé dans
I’aire périphérique (thigmotactisme [279]), nombre et durée des toilettages, nombre des
flaques d’urine et nombre des féces.

Immédiatement apres le premier test, chaque rat est remis dans sa cage d’origine et la
mangeoire est sortie, de sorte que les animaux sont soumis & un jelne de 48 heures avant un
deuxiéme test open field. Ce deuxiéme test est différent de I’open field * classique ”, parce
que trois croquettes sont placées dans I’aréne. Ce test est conduit comme le premier, avec les
mémes paramétres, auxquelles sont ajoutés : latence avant le début de la prise alimentaire,
nombre et durée des repas [280]. Cependant, il faut noter que la séparation maternelle en soi
affecte la prise alimentaire, ce qui peut interférer avec les résultats du test. Pendant le
deuxieme test, les feces ne sont pas comptées, puisque le jeune a éliminé la plupart de la

nourriture contenue dans les intesting des animaux.

8  Etude des ARN messagers par hybridation in situ

Pour préparer les tissus, les animaux sont sacrifiés & la guillotine, entre 15 et 16 h. Le
cerveau des animaux est prélevé immédiatement aprés le sacrifice, et stocké directement 2
-80°C. La fixation est réalisée a posteriori lorsque les cerveaux ont été débités en coupes
frontales de 12 pm au cryostat a -20°C. Nous recueillons sur chaque lame (gélatinée) 2
coupes de cerveau de rat expérimental et 2 coupes de cerveau de rat témoin, placées face a
face et situées dans les mémes zones de "hypothalamus,

Les coupes sont ensuite fixées dans du paraformaldéhyde & 4% dilué dans du tampon
phosphate (NaH,PO,, Na,HPO,, pH 7,4) pendant 10 minutes. Elles sont ensuite passées dans
3 bains successifs de tampon phosphate de 5 minutes chacun, puis déshydratées dans des

bains d’alcools de concentration croissante (70°, 95°, 100°) de 5 minutes chacun.
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Choix des sondes

Les sondes utilisées sont des oligonucléotides de synthése (composés de 20 a 50
désoxynucléotides monocaténaires). Elles sont couramment utilisées en raison de leur haute
spécificité, leur facilité de synthése et de marquage, ainsi que leur bonne accessibilité¢ a
I’ARNm cellulaire [281].

La sonde vasopressine est complémentaire des bases 964-990 de la pre-
provasopressine [282]. La sonde CRH est complémentaire des bases 523-567 de la pré-
proCRH [283-285].

Marquage

Il se fait par “tailing ”, ¢’est-a-dire par extension en 3’ de plusieurs nucléotides
marqués avec du °S-dATP grice & Vintervention de I’enzyme terminal désoxynucléotidy!
transférase (TdT).

50 ng de sonde est dissoute dans 10 pl d’eau bidistillée stérile (EBDS} et dénaturée
pendant 3 minutes 4 65°C. A cette solution on ajoute 10 ul de tampon cacodylate 5x
(Cacodylate de potassium I M ; Tris-HCI 125 mM ; Albumine de sérum bovin 1,25 mg/ml,
pH 6,6 4 25°C), 50 pCi de solution de **S-dATP (1250 Ci/mmol! dans du tampon de tricine 10
mM et de DTT 1mM ; NEN}, 2 ul 4 25 U/pl d’enzyme TdT (Bohringer, Mannheim) et 3 pl
de solution 25 mM de CoCl; afin d’obtenir une concentration finale de 1,5 mM pour le dATP.
Le volume total est ajusté & 50 ul avec de ’EBDS et incub¢é dans un bain-marie 4 37°C
pendant 30 minutes. La réaction est arrétée par refroidissement rapide dans la glace et par
addition de 50 pl de tampon Tris-EDTA pH 7,6-8 (10 mM Tris-HCIl, ImM EDTA).
| La purification des sondes marquées est réalisée a 1’aide de colonnes Sephadex G25
SELECT-D (équilibrées STE). Aprés équilibration de la colonne par centrifugation, la sonde
marquée est déposée 2 la surface du gel. La sonde marquée est éluée apres une centrifugation
de 4 min (12000 tours/min) dans un tube collecteur.

La mesure de radioactivité de prélévements réalisés avant et aprés purification
permet d’¢valuer le rendement de marquage de la sonde et de réaliser la dilution d’utilisation

finale.
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Hybridation

La solution de base utilisée lors de cette manipulation est par convention appelée
SSC, sous forme de SSC 1x elle contient 150 mM NaCl et 15 mM CgHsNa.

Les coupes sont incubées pendant 1 h dans la solution de Denhart & 1% dans du SSC
4x afin de perméabiliser les coupes et de saturer les sites de liaison non spécifiques. Ceci est
suivi par un lavage de 15 min dans du SSC 4x. Les coupes sont ensuite incubées 5 min dans
une solution de triéthanolamine (0,1 M dans de la solution 0,9 % de NaCl, pH 8) et pendant
10 min dans la méme solution de triéthanolamine complétée de 0,25% d’anhydride acétique.
Cette opération diminue les liaisons électrostatiques non spécifiques en acétylant les
groupements basiques du tissu. Par la suite, les coupes sont incubées dans les bains de SSC 2x
pendant 3 x 5 minutes, déshydratées dans 3 bains d’éthanol successifs (70°, 90° et 100°) 1
minute avant d’étre ““ délipidés ” dans du chloroforme (5 min), remis dans I’alcool 100°, 95°
puis séchées a I’air libre.

La solution d’hybridation est préparée avec les solutions suivantes : 250 pl de 1,2 M
tampon phosphate, 494 ul d’EBDS, 360 ul de 5M NaCl, 30 pl de 1M Tris-HCI, 1500 nl
formamide, 30 pl de solution de Denhart 100x, 75 ul de 20 mg/ml ARN, 75 pl de 10 mg/ml
ADN, 6 ul 1 M dithiotreitol, 150 ul EDTA, 150 pl de 20%.

La sonde marquée au °S est reprise dans la solution d’hybridation. Le volume de
reprise est calculé en fonction de la radioactivité présente aprés purification et en sachant que
le niveau de radioactivité optimal est de 10 a 12000 cpm par pl de solution d’hybridation. La
sonde est déposée & raison de 30 ul par lame. Les lames sont recouvertes de lamelles et
déposées en chambre humide pour une incubation (3 37°C pour la VP et a 42°C pour la CRH)
pendant la nuit.

La sonde non hybridée ou fixée de maniére non spécifique est ¢liminée par des
ringages successifs de température croissante et de salinité décroissante, a savoir : 2x10 min
SSC 4x, 30 min SSC 1x 24°C, 2x15 min SSC 0,5x 4 45°C, 2x15 min SSC 2x 4 4°C, 1 min de

trois bains successifs d’éthanol (70°, 95°, 100°). Les lames sont ensuite séchées a ’air libre.

Visualisation des hybrides ARN-sonde marquée
La visualisation des hybrides se fait au niveau macroscopique par autoradiographie
sur plans films, et également au niveau microscopique sur lames en les plongeant dans une

émulsion liquide de grains d’argent.
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Les films (Kodak MR1) sont exposés a basse température (-80°C) aux coupes
marquées a la CRH pendant 6 jours, et aux coupes marquées a la VP pendant 2 jours. Les
films impressionnés sont stabilisés & température ambiante et développés dans les bains : 5
min avec du révélateur (Kodak GRX, dilué 1:5) et 20 min avec du fixateur (Kodak GRX,
dilu¢ 1:5). Sur plan film, le signal, déja observable a I’ceil nu, se traduit par un noircissement
du film. Cette premiére détection permet de vérifier le succés de la réaction d’hybridation, de
déterminer les territoires tissulaires concernés et d’ajuster le temps d’exposition des lames
sachant que celui-ci équivaut a 5 fois celui des plans films.

Les lames sont ensuite recouvertes d’une émulsion nucléaire de grains d’argent
(AgBr) NTB2 de Kodak diluée volume & volume avec de 1’eau distillée a4 40°C. Aprés
séchage, les lames sont exposées & 4°C en présence de P,Os pendant 30 jours (CRH) ou 10
jours (VP).

A la fin de cette période, les lames émulsionnées sont stabilisées a température
ambiante, puis révélées a 17°C par immersion dans un révélateur d’autoradiographie D19
(Kodak) pendant 4 minutes. Les lames sont rincées dans 1’eau distillée, fixées 10 min dans
une solution de sodium-thiosulfate 30%, puis rincées dans 2 bains de 10 min d’eau distillée.
Elles sont ensuite déshydratées par des bains successifs d’éthanol (70°, 95°, 100°) de 2 min
suivis d’un bain de toluéne. Elles sont finalement montées dans du baume Canada.

La détection au niveau microscopique permet de distinguer plus précisément au sein
d’un territoire les sub-populations neuronales renfermant les ARNm recherchés.
L’observation se fait au microscope optique sur fond noir, les grains d’argent apparaissant
brillants.

La spécificité de la réaction d’hybridation est vérifiée par addition de sonde
“froide ” non marquée en excés dans la solution d’hybridation radiomarquée, a des
concentrations croissantes, ¢’est-a-dire 10 et 100 fois plus concentrée que la sonde marquée.
Nous avons ainsi vérifié que la compétition entre la sonde chaude et la sonde froide 10 fois
plus concentrée entraine une diminution du signal d’hybridation ; et il y a une disparition du

signal quand la sonde froide est 100 fois plus concentrée que la sonde marquée.

Quantification par analyse d’images
L’étude quantitative est réalisée au niveau microscopique sur lame par mesure de la
densité des groupes cellulaires. Elle permet d’étudier les variations d’expression génique au

sein de sub-populations cellulaires.
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De méme que pour la simple étude qualitative, 1’étude quantitative est effectuée a
partir d’images observées au microscope optique {(Leitz Dialux 20), sur fond noir et a
grossissement X10. L’image est transmise par une caméra CCD Sony et une carte
d’acquisition vidéo a I’écran d’un micro-ordinateur Macintosh 11 FX. Deux logiciels sont
successivement utilisés. Le premier, Image Grabber 1.8 (Neotech) acquiert les images sans les
modifier et les mémorise, le second, Optilab TM 2.1 (Graftek) permet leur traitement. Les
images apparaissent a I’écran dans une fenétre de mesure 640 pm x 410 um qui permet de
voir un NPV en entier. I.’image est digitalisée en 256 niveaux de gris allant de 0 (noir absolu)
a 255 (blanc absolu). Deux opérations sont réalisées de concert, une anamorphose
d’égalisation 4 150 qui consiste 4 ramener toutes les surfaces d’un niveau de gris compris
entre 150 et 255 au blanc absolu et un scuillage qui permet une détection des particules des
qu’elles ont un niveau de gris de 20.

L’image est morcelée en 950 petits carrés (38 x 25) représentant une unité de surface
de 267 umz. Cette surface unitaire est inférieure a la taille d’un neurone afin d’obtenir une
définition optimale de [’image détectée. Pour chacune de ces unités, le logiciel mesure la
surface marquée aprés avoir soustrait [a valeur moyenne du bruit de fond calcuié d’aprés une
valeur de bruit de fond choisie en fonction de I'image obtenue.

Deux parametres sont pris en compte :

- la surface totale marquée : elle correspond au nombre d’unités de surface
marquées multiplié par 267 pm’, elle est représentative du nombre de neurones exprimant
’ARNm ;

- Iintensité du marquage, qui correspond a la surface totale des grains d’argent
dans les unités de surface contenant le marquage.

Pour chaque noyau hypothalamique considéré, nous réalisons une quantification sur
deux lames prises daﬁs sa région médiane. Chaque lame comprend deux coupes d’un cerveau
expérimental et deux coupes d’un cerveau témoin. De plus, les structures sont bilatérales, ce

qui fait que nous analysons 8 images par animal.
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9  Etude de neuropeptides par immunocytochimie (ICC}

Pour ces techniques, les animaux sont sacrifiés a la guillotine, entre 15 et 16 h. Le
cerveau des animaux est prélevé immédiatement aprés le sacrifice, et fixé par immersion dans
une solution de paraformaldéhyde 4% (dans tampon phosphate 0,1 M, pH 7.4) - acide
picrique saturé (2 :1) contenant 6,8% de saccharose. L’immersion dure 48 h a + 4°C. Les
cerveaux sont ensuite rincés 24 h 3 'eau courante, puis quatre fois (en 24 h) avec du tampon

saccharosé (NaH,POy, Na,HPOq, saccharose 15%, pH 7,4). Ils sont ensuite emballés dans des

papillotes d’aluminium et plongés dans de 1’azote rendu pateux par un vide partiel. La
conservation se fait a - 80°C jusqu’a utilisation des cerveaux.

Les cerveaux sont débités au cryostat 4 -15°C en coupes frontales de 20 um dans le
sens antéro-postérieur. Afin de favoriser I’adhésion et d’éviter tout décollement lors de la
suite du protocole, les coupes sont récupérées sur des lames gélatinées. Sur chaque lame, 2
coupes de cerveau de rat expérimental et 2 coupes de cerveau de rat témoin, situées dans les
mémes zones de ["hypothalamus, sont placées face a face.

Toutes les étapes du protocole sont réalisées a température ambiante, sauf précision
contraire. Une solution appelée “tampon Tris-NaCl” est utilisée pour la plupart des
manipulations, elle contient 0,1 M Tris-HCI et 0,9% NaCl et est 4 pH 7,55.

Les lames sont séchées 1 h et rincées 30 min & I’eau courante. Elles sont ensuite
incubées 3 x 10 min dans le tampon Tris-NaCl contenant 1% sodium-disulfite, 1 h 4 4°C dans
le tampon Tris-NaCl contenant 0,05% V/V Triton, 20 min dans le 'tampon Tris-NaCl
contenant 0,3% H»0;, 3 x 10 min a 4°C dans le tampon Tris-NaCl, et 1 h & 4°C dans le
tampon Tris-NaCl contenant 0,05 V/V % Triton et 10% de sérum de mouton décomplémenté.
Elles sont ensuite rincées rapidement dans le tampon Tris-NaCl.

Les anticorps primaires sont dilués dans le tampon Tris-NaCl contenant 0,05 V/V %
Triton. Les lames sont traitées avec des anticorps anti-VP (dilution d=1/1000) et/ou des
anticorps anti-CRH (dilution 1/2000) dans un volume total de 100 pl. Les anticorps anti-VP
sont dans le cas de la révélation par la rhodamine, des anticorps monoclonaux de souris,
([286]; type CLA 223), et dans le cas de la révélation enzymatique, des anticorps polyclonaux
anti-VP produits chez le lapin, tous deux produits et testés dans notre laboratoire. Ces

anticorps présentent une réaction croisée inférieure a 0,001% avec I’oxytocine et le CRH. Les

anticorps polyclonaux anti-CRH sont produits chez le lapin, et nous ont été fournis par le Dr
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G. Barbanel (URA CNRS 1197, Montpellier, France). Cet anticorps se lie spécifiquement a la
CRH de rat et de I"homme (100%) et montre moins de 0,001% de réactions croisées avec la
CRH alpha-hélical, la VP, ’ACTH, la béta-endorphine, la VIP, le glucagon et la
somatostatine.

Pour la mise en ¢vidence de la VP, les lames sont incubées avec les anticorps anti-
VP a 4°C pendant 42 heures, ensuite lavées trois fois pendant 10 min dans le tampon Tris-
NaCl. Les anticorps primaires anti-VP liés aux antigénes sont révélés soit par des anticorps
secondaires conjugués 4 la rhodamine, soit par une méthode de “pont”, ol I’anticorps
secondaire se lie & un complexe enzymatique peroxydase anti-peroxydase (PAP).

Les anticorps secondaires conjugués a la rhodamine (Cat. No. 715-025-151, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) sont dilués 1:150 dans le tampon
Tris-NaCl, et 100 pl sont déposés sur chaque lame. L’incubation dure une heure, 3
température ambiante. La réaction est arrétée par un bain dans le tampon Tris-NaCl, a 4°C.

Pour la révélation par la méthode enzymatique, 100 ul d’anticorps secondaires (Cat.
No. 711-005-152, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA, dilution
1:75) dilués dans le tampon Tris-NaCl sont déposés sur les lames. L’incubation dure une
nuit, 3 4°C. Aprés trois lavages de 10 min dans le tampon Tris-NaCl, 100 ul du complexe
peroxydase anti-peroxydase (Cat. No. 323-005-024, Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA, USA ; dilué 1 :800 dans un tampon de 0,1 M Tris-HCI pH 7,55 contenant
0,9% NaCl) sont déposés sur les lames. Aprés une heure d’incubation a température ambiante,
le marquage est révélé pendant 10 a 12 min avec une solution de 0,05% 4-chloro-1-naphtol et
de 0,75 V/V % H,0, 4 I’obscurité. La révélation est arrétée par un bain de 0,1 M Tris-HCI pH
7,55, 44°C.

Pour la mise en évidence de la CRH, les lames sont incubées avec les anticorps anti-
CRH a 4°C pendant 18h. Les anticorps primaires anti-CRH sont ensuite révélés par la
méthode enzymatique de fagon identique 4 la révélation de la VP

Finalement, aprés ringage de 2x10 min, dans le tampon Tris-NaCl, 4 4°C, les lames
sont rincées 1 h dans un tampon 0,1 M Tris-HCI pH 7,55 4 4°C et montées avec un mélange
de 0,1 M PBS (pH 7.,4) et de glycérol (1:3). Les lames sont conservées a 4°C jusqu’a
1’observation.

La spécificité des réactions immunocytochimiques obtenues avec chacun des
anticorps a ¢té vérifice par des études préalables réalisées au laboratoire. Ces études ont

montré la disparition compléte des signaux immunocytochimiques en pré-traitant les anticorps
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par immunoadsorption (billes de Sépharose liés 4 1’antigéne synthétique) pendant 1 h a 37°C.
De méme, le remplacement de I’anticorps spécifique par un sérum de souris ou de lapin pre-
immun a permis d’estimer les réactions non spécifiques données par les différents anticorps

secondaires.

L’étude quantitative est réalisée au niveau microscopique sur lame par évaluation de
la densité des structures, permettant d’estimer la présence de neuropeptides.

Le nombre de cellules dans le NPV est évalué en observant directement les lames au
microscope optique (Leica DM R) & grossissement x200. A I'aide d’une grille insérée dans
I’oculaire, un rectangle d’une taille toujours égale est défini pour chaque noyau (la place du
rectangle est définie d’un c6té par les parois du troisiéme ventricule, et de I’autre cbté sur la
frontiére haute du noyau, et correspond a la partie parvocellulaire du NPV), et les neurones
contenus dans ce rectangle sont comptés. Pour 1’étude de la colocalisation de la VP et de la
CRH, deux images (révélation par thodamine pour la VP et par le 4-chloronaphtol pour la
CRII) correspondant & ce rectangle sont pris par une caméra CCD Kappa DX 30 et une carte
d’acquisition vidéo & I’écran d’un micro-ordinateur. Pour I*acquisition d’image, le logiciel
Kappa ImageBase est utilisé, et les images ainsi acquises sont ouvertes par le logiciel Scion
Image Beta 4.02 Win. Dans le cas de la révélation enzymatique, I’image d’une lame vide
(“ blank ') est soustraite de chaque image. Deux images prises exactement au méme endroit
mais avec les révélations différentes (VP, CRH) sont ouvertes simultanément. Chaque cellule
a VP se trouvant dans I'timage est identifiée, I’emplacement correspondant sur I’image CRH
est entouré et la présence ou I’absence de marquage de CRH i I’endroit correspondant a cette
cellule est observée et notée. Pour chaque NPV considéré, nous réalisons [a quantification
d’au moins quatre images prises dans sa région médiane.

Pour 1’analyse quantitative de la présence de neuropeptides dans 1’éminence
meédiane, nous utilisons uniquement des lames révélées par la méthode enzymatique. Les
images sont acquises comme décrit plus haut, et contiennent ’éminence médiane dans son
entier. L image est digitalisée en 256 niveaux de gris allant de 0 (noir absolu) & 255 (blanc
absolu). Une image prise sur une lame vide (“ blank ') est soustraite de chaque image. Un
seuillage est ensuite réalisé, le niveau du seuil étant constant pour chaque type d’image (en
tout, trois niveaux : VP EM interne, VP EM externe, CRH). Deux paramétres sont pris en

compte :
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- la surface totale marquée : elle correspond au nombre d’unités de surface
marquées ;

- I’intensité du marquage, qui correspond 3 la densité optique moyenne des aires
au-dessus du seuil.

Pour chaque éminence médiane considérée, nous réalisons une quantification sur
deux lames prises dans sa région médiane définie comme la 5°™ et la 6™ coupe (JPN 5) ou la
6™ et la 7™ coupe (JPN 14) aprés Papparition de ’éminence médiane depuis le coté
antérieur. Chaque lame comprend deux coupes d’un cerveau expérimental et deux coupes

d’un cerveau témoin,

10 Analyse biochimique de la liaison des récepteurs aux glucocorticoides

Les tissus sont prélevés sur les animaux surrénalectomisés 24 h avant le sacrifice
sous anesthésie a 1’éther. Le sacrifice est réalisé entre 15 h et 16 h. Pour cela, les animaux
sont d’abord anesthésiés avec du Kétalar (Panpharma, France, ip, 15 mg/kg de poids corporel)
et une perfusion intracardiaque avec un soluté physiologique contenant 0,1% d’héparine est
pratiquée. Un échantillon sanguin est prélevé dans le coeur avant le début de la perfusion, ce
qui nous permet de vérifier le succés de la surrénalectomie (par dosage radioimmunologique
de la CORT ; section 12). Les hippocampes sont disséqués dés que la perfusion est finie, et
stockés a -80°C jusqu’au dosage.

Pour le dosage, les hippocampes sont homogénéisés & 10x volume dans un tampon
pH 7,4 contenant 5 mM Tris, I mM EDTA, 10 mM Na-molybdate, | mM 2-mercaptoéthanol
et 5% glycérol. L’homogénat est centrifugé 4 100000 g a 2°C pour obtenir la fraction du
cytosol.

Les fractions de 100 pl de cytosol sont incubés :

1. pour déterminer la liaison totale I’échantillon a la CORT : avec 10 nM 3H-
corticostérone (D-(1,2,6,7-3H)-corticostérone ; 2,59 TBg/mmol, Amersham, Suéde) ;

2. pour déterminer la liaison non-spécifique : avec 10 nM 3H-corticostérone et 5 mM
corticostérone (Sigma, exces 500x) ;

3. pour déterminer la haison des RM: avec 10 nM 3H-corticostérone et 5 mM
RU28362  (11b,17b-dihydroxy-6-methyl-17-alpha-1-propionil-androsta-1,4,6-trione-3-one,

Roussel Uclaf Research Centre, France), qui est un agoniste de RG.

65



Muatériels et méthodes

La liaison des deux types de récepteurs aux glucocorticoides est calculée comme la
différence de la liaison totale et de la liaison non-spécifique. La liaison des RG est calculée
comme la différence de la liaison des récepteurs aux glucocorticoides et de la liaison des RM
[287].

L’incubation dure 6 h a 0°C. Cette durée est déterminée d’aprés une étude pilote que
nous avons réalisée et qui a démontré une dégradation du complexe récepteur-protéine pour
des durées supérieures a ce temps.

La fraction liée est séparée de la fraction libre par filtration par gel sur des colonnes
Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals, Suéde) a 4°C. Cent pl de solution d’incubation
sont perfusées, puis des lavages avec 900 ul de tampon de dosage (pH 7.4, contenant 5 mM
Tris, 1 mM EDTA, 10 mM Na-molybdate, 1 mM 2-mercaptoéthanol} sont réalisés. La
radioactivité de la solution éluée est comptée aprés 1’addition de 2 ml d’éthanol 100° et de 8
ml de cocktail de scintillation & la dioxine. Un aliquote de la solution éluée est utilis¢ pour la
détermination du contenu en protéines par la méthode de Lowry [288]. Des échantillons de
fous les groupes expérimentaux sont utilisés dans chaque dosage. Un aliquote de cytosol du
premier dosage est gardé et dosé les fois suivantes, comme standard interne, Chaque dosage

est réalisé en double.

11 Quantification des récepteurs aux glucocorticoides par Western Blot

Selon la littérature [289] et selon nos études pilotes, qui ont démontré une
augmentation forte de I’expression des RG chez les animaux surrénalectomisés, la régulation
in vivo de I’expression de cette protéine peut étre étudiée par Western Blot sur préparation de
cellules enticres. Cette procédure présente ’avantage important — par rapport aux études de
liaison de récepteurs — de pouvoir mesurer 1’expression de la protéine RG chez les animaux

non-surrénalectomisés.
Préparation des tissus

Les animaux sont sacrifiés entre 15 et 16 h. Iis sont anesthésiés par du Kétalar

(Panpharma, France, 15 mg/kg de poids corporel) et une perfusion intracardiaque avec 200 ml
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de soluté physiologique est pratiquée. L’adénohypophyse, les hippocampes, et une partie du
cortex sont prélevés deés que la perfusion est finie, et stockés a -80°C jusqu’au dosage.

Une partie de cerveau contenant I’hypothalamus est également prélevée et refroidie a
—-80°C. Ces prélevements sont ensuite deébités au cryostat a -10°C en coupes frontales de 500
um d’épaisseur qui sont récupérées sur lames. Les coupes sont maintenues au-dessus de
vapeurs d’azote liquide dans le champ d’observation d’une loupe binoculaire.
L’hypothalamus est alors prélevé sur trois lames a 1’aide d’un scalpel. Les échantillons sont
récupérés a sec et maintenus a -80°C.

Les tissus de différentes régions cérébrales sont découpés en petits morceaux avec un
scalpel et incubés pendant 30 min a 4°C avec 100 ul de tampon d’homogénéisation / 10 mg
de tissu. Le tampon d’homogénéisation est un tampon Tris 25 mM (pH 7,6, 4°C), contenant
250 mM de glucose, 150 mM de NaCl, 10 mM d’EGTA, 2 mM d’EDTA, 5 mM de MgCl,,
0,5 mM de CaCl,, 5 mM de dithiotreitol, ImM d’orthovanadate, et 2 tablettes d’un cocktail
d’inhibiteurs protéolytiques (Complete, Boehringer Mannheim, Almere, Pays-Bas) / 25 ml.
Les tissus sont ensuite homogénéisés par ultrasons, et 1% de Tween-20 et 1% de Triton-X100
sont ajoutés a I’homogénat. Apres 30 min d’incubation, I’homogénat est centrifugé (20000 g)
pendant 20 min a 4°C, et le surnageant (cytosol) est aliquoté puis stocke a -20°C.

La concentration des échantillons est déterminée avec le réactif Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), puis ramenée a une concentration finale de 1,5 mg/ml.
IIs sont mélangés avec le tampon “ échantillon ” (pH 6,8, contenant 50 mM dithiotreitol, 3
mM EDTA, 8% SDS, 20% glycérol, 250 mM Tris, 0,01% bleu de bromephénol), et chauffés a
95°C pendant 4 minutes.

Electrophorese et Western Blot

Les protéines sont séparées par une électrophorése de gel SDS-polyacrylamide selon
la méthode de Laemmli [290]. Le gel de concentration, pH 6,8 contient 3% d’acrylamide,
0,08% de bis-acrylamide, 0,125 M de Tris, 0,1% de SDS, 0,025% d’ammonium-persulfate et
0,04% V/V TEMED (Bio-Rad). Le gel de séparation, pH 8,8 contient 8% d’acrylamide, 0,2%
de bis-acrylamide, 0,375 M de Tris, 0,1% de SDS, 0,025% d’ammonium-persulfate et 0,064%
V/V TEMED. Apres polymérisation, 10 mg des échantillons sont déposés dans les puits du
gel de concentration, ainsi que 10 pl de solution standard de poids moléculaires (Prestained

SDS-Page standard, broad range ; Bio-Rad). L’électrophorése se fait pendant 1,5 h 4 20 mA -
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250V dans le gel de concentration, et pendant 2 h & 50 mA — 500V dans le gel de séparation.
Le tampon d’¢électrophorese contient 24 mM Tris, 0,2 M glycine et 0,1 % SDS (pH 8,3).

Les protéines séparées sont transférées par ¢Electrophorése des gels sur des
membranes en nitrocellulose (NY 12N, Nytran ; Schleicher & Schuell, Allemagne) dans un
tampon Tris pH 8,3 contenant 25 mM Tris, 190 mM glycine et 20 V/V % méthanol selon la
méthode de Towbin et ses collaborateurs [291]. Le transfert dure 60 min 4 50 V et 4 160 mA
(pour une surface de 12 cm x 14 cm).

La membrane est saturée 30 min dans un tampon TBS (pH 8,0, 50 mM Tris, 138 mM
NaCl, 2,7 mM KCl), contenant 5% de poudre de lait sans graisse. Elle est ensuite incubée une
nuit (16 h) & température ambiante avec un antisérum polyclonal de lapin (0,25 pg/ml TBS ;
GR M-20, Santa Cruz Biotech., CA, USA). La membrane est ensuite incubée avec 1’anticorps
secondaire de chévre anti-lapin (1 :600, Bio-Rad) pendant 90 minutes. Elle est rincée pendant
10 min successivement dans le tampon TBS, dans le tampon TBS contenant 0,2% Tween-20,
dans le tampon TBS puis dans un tampon Tris-HCl pH 7,6, 0,05M. Les bandes
immunopositives sont visualisées avec la réaction de diamine-benzidine (0,19 mM) et de
H,0; (0,02 V/V %) dans du tampon Tris-HCI durant 25 min, qui est suivi de trois lavages
dans le tampon Tris-HCL

La surface et la densité optique (intensité) de bandes réactives aux RG est mesurée
avec un systeme d’analyse d’images (NIH Image software), et I’intensité relative est calculée
en divisant I’intensité par la surface. Les densités optiques d’arriére-plan sont mesurées pour
chaque image d’un blot et soustraites de la densité optique obtenue pour chaque bande
immunoréactive.

Pour chaque expérience, les échantillons sont mesurés en double. Les différents

{raitements sont contrebalancés.

12 Dosages radioimmunologiques

Les echantillons sanguins dosés proviennent soit de 1’expérience de la contention,
soit des animaux sacrifiés par décapitation 2 la guillotine. La décapitation a la guillotine se
fait sur des rats non anesthésiés, dans la minute qui suit le début de leur manipulation. Dans

les deux cas, les échantillons de sang sont prélevés dans les tubes contenant un anticoagulant
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(400 pl par tube d’une solution d’EDTA de 2% pour le sang des rats adultes ; des tubes rincés
avec cette solution et séchés pour le sang des petits) et gardés sur la glace jusqu’a la
centrifugation (20 minutes 4 2000 g 4 4°C). Les aliquotes de plasma sont stockés a —20°C

jusqu’au dosage.

Le dosage radioimmunologique de I’ACTH est réalisé 4 1’aide des Kits Allegro
(Mallinkrodt, France). La sensibilité du dosage est de 1 pg/tube de plasma et les coefficients

de variation intra- et inter-essai sont respectivement de 4% et 6%.

Le dosage radioimmunologique de la CORT utilise un anticorps préparé et testé par
Conte-Devolx et al. [292], et est fait aprés une extraction par l’éthanol. La sensibilité du
dosage est de 7,5 ng/ml de plasma et les coefficients de variation intra- et inter-essai sont

respectivement 6% et 8%.

13 Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne encadrée de 1’erreur standard de
la moyenne (SEM). La comparaison des valeurs des différents groupes de traitemenis
néonatals et la signification des différences se fait 4 I’aide de divers tests.

Notamment, les données des analyses d’images sont analysées par un test de
Kruskal-Wallis (ou de médian), suivi, si ce test est significatif, de tests U de Mann-Whitney.
Les autres données non-évolutives sont soumises & un test t de Student dans le cas de deux
groupes (changement du poids des portées induit par la séparation maternelle), ou dans le cas
de plusieurs groupes, & une analyse de variance simple ou multiple suivie, si elle est
significative, par un test de LSD (simple : taux basaux d’ACTH et de CORT, poids des
surrénales, capacité de liaison des RG et les RM, prise alimentaire basale, poids des tissus
adipeux des rats cafétéria, comportement dans open field ; multiple : taux d’ACTH et de
CORT avec ou sans stress d’éther, taux d’ACTH et de CORT des rats & jeun ou non, poids
des surrénales avec ou sans stress d’éther, poids des surrénales des rats & jeun ou non).

Les données suivant une évolution dans le temps sont analysées par soumises a une

analyse de variance (ANOVA) a4 mesures répétées suivie, si elle est significative, par un test
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de LSD {poids corporels, prise alimentaire mesurée plusicurs fois snivant une manipulation,
effet de la contention sur les taux d’ACTH et de CORT).

Les données nominales sont soumises & un test de Chi2 suivi d’une correction de
Yates (présence de la bande plus haute, plus basse ou les deux immunoréactives de RG dans
e Western Blot).

Quelques données ne sont pas soumises a des analyses statistiques, principalement a
cause de la faiblesse des effectifs (surface et intensité des bandes de RG dans le Western Blot,
ARNm de peptides dans le NPV des rats cafétéria).

Dans tous les tests, une différence est jugée significative pour une probabilité

inférieure 4 5%.
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RESULTATS

1 Effets immédiats

1.1 Poids corporel

Le poids corporel des portées entiéres est mesuré avant et aprés 24 h de séparation
maternelle, ou pendant la période correspondante pour les témoins (Matériels et méthodes 2,
3.1).

La séparation maternelle aux deux ages néonatals induit une diminution significative
du poids corporel (JPN 5 : -6,6%, JPN 14 : -9,4% comparé au poids initial), tandis qu’une
augmentation du poids corporel apparait chez les portées témoins (+13,5% et +5,3%, pour les
ages respectifs). Les poids des portées expérimentales et témoins, qui sont similaires avant la
séparation, deviennent ainsi statistiquement différents (JPN S : t21=5,6, p=0,00001, JPN 14 :
t22=4,9, p=0,00007 ; Figure 3).
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Figure 3. Poids des animaux avant et aprés la séparation maternelle. a. le sixieme jour
postnatal, b. le quinziéme jour postnatal. ¥** p<0,001
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1.2 Observations neuroendocriniennes

1.2.1 ARN messagers des neuropeptides CRH et VP dans le NPV

L’expression des ARNm de la CRH et de la VP est évaluée par hybridation in situ
dans le NPV des rats sacrifiés immédiatement apres 24 h de séparation maternelle, ou pendant
la période correspondante pour les témoins (Matériels et méthodes 3.1, 12). Pour chaque
traitement néonatal, age et expérience, les parametres des cerveaux des males et des femelles
sont similaires, ce qui nous a permis de les regrouper pour I’analyse statistique suivante.

Pour tous les parametres étudiés - nombre de neurones exprimant I’ARNm de la VP
et de la CRH, et leurs intensités -, les quatre groupes (NSEP5, SEPS, NSEP14, SEP14) sont
différents (nombre VP: H(3,N=36)=16,7, p=0,0008 ; intensit¢ VP: H(3,N=36)=174,
p=0,0006 ; nombre CRH : H(3,N=36)=16,0, p=0,001 ; intensit¢ CRH : H(3,N=36)=15,7,
p=0,001).

Comparaison NSEP5-SEPS

Le nombre de neurones exprimant ’ARNm de la VP ainsi que I’intensit¢ de son
expression sont similaires chez les rats SEP5 et NSEP (Figures 4, 5). Dans le cas de I’ARNm
de la CRH, il n’existe pas non plus de différence entre les différents traitements néonatals

(Figures 5, 6).

(100 pm
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Figure 4. Images représentatives de I’expression de I’ARNm de la VP dans le NPV des
ratons. a. NSEPS5, b. SEPS, ¢. NSEP14, d. SEP14,

72



Resultats

@ 80000 = 20000 e
a s oo
> E e ~ E
M = 10 =
2§ 60000 . @3 15000 - =
[ = 20 3
e e3 .
3c BE |
€ 3 40000 | | 25 10000 -
| 8> 2T .
95 Sg |
| 55 20000 2Z 5000
E - 1 v o
S @ 2%
€& - :
O = X =
0 i ; . o 0 1 B =
a NSEP5 SEP5 NSEP14 SEP14 NSEP5 SEP5 NSEP14 SEP14

o

Figure 5. Nombre de neurones exprimant I’ARNm de la VP (a) et intensité de I’expression
(b) dans le NPV des cerveaux recueillis aprés 24 heures de séparation maternelle ou a la
période correspondante (pour les témoins). ** p<0,01

Figure 6. Images représentatives de I’expression de I’ARNm de la CRH dans le NPV des
ratons. a. NSEPS, b. SEPS, ¢. NSEP14, d. SEP14.
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Figure 7. Nombre de neurones exprimant I’ARNm de la CRH (a) et intensité de I’expression
(b) dans le NPV des cerveaux recueillis aprés 24 heures de séparation maternelle ou a la
période correspondante (pour les témoins). *** p<0,001
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Comparaison NSEP14-SEP14

Le nombre de neurones exprimant ’ARNm de la VP ainsi que I’intensité¢ de son

expression sont élevés chez les rats SEP14 comparé aux NSEP (nombre : Z=2,49, p=0,01 ;
intensité : Z=3,19, p=0,01 ; Figures 4, 5). Au contraire, le nombre de neurones exprimant
I’ARNm de la CRH ainsi que I’intensité de son expression sont diminués chez les rats SEP14
comparé aux NSEP (nombre : Z=3,41, p=0,0006 ; intensité : Z=3,41, p=0,0006 ; Figures 6,
7).

Comparaison NSEP5-NSEP 14

Le nombre de neurones exprimant I’ARNm de la VP ainsi que I’intensité de son

expression sont plus importants chez les rats témoins agés de 14 jours que chez les rats
témoins agés de S jours (nombre : Z=3,02, p=0,002 ; intensité : Z=2,72, p=0,006 ; Figures 4,
5). Au contraire, le nombre de neurones exprimant I’ARNm de la CRH ainsi que I’intensité de

son expression sont similaires chez les rats de deux ages (Figures 6, 7).

1.2.2  Immunoréactivité des protéines CRH et VP

L’ immunoréactivité de la CRH et de la VP est évaluée par immunocytochimie dans
le NPV et I’EM des rats sacrifiés immédiatement aprés 24 h de séparation maternelle, ou
pendant la période correspondante pour les témoins (Matériels et méthodes 3.1, 9). Pour
chaque traitement néonatal, age et expérience, les parametres des cerveaux des males et des
femelles sont similaires, ainsi leurs données ont été regroupées pour I’analyse statistique

suivante.

1.2.2.1 Dans le NPV

Le nombre de cellules a VP dans le NPVp des quatre groupes (NSEPS5, SEPS,
NSEP14, SEP14) ne sont pas différents. Cependant, le nombre de cellules a CRH dans le
NPV des quatre groupes sont différents (H(3,N=31)=19,9, p=0,0002), ainsi que le nombre de
cellules ot la VP et la CRH sont colocalisées (H(3,N=27)=13,5, p=0,004).
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Comparaison NSEP5-SEPS

Le nombre de neurones de la partie parvocellulaire du NPV contenant la VP est
similaire chez les SEP5 et les NSEPS (Figures 8, 9a). Il n’y a également pas de différence
concernant le nombre des neurones contenant la CRH (Figures 9b, 10), ou le nombre de

cellules ou la VP et la CRH sont colocalisées (Figure 9c¢).

Comparaison NSEP14-SEP14

Le nombre de neurones de la partie parvocellulaire du NPV contenant la VP est
similaire chez les SEP14 et les NSEP14 (Figures 8, 9a). Le nombre de neurones contenant la
CRH est diminué chez les SEP14 par rapport aux NSEP14 (Z=2,14, p=0,03 ; Figures 9b, 10).
Le nombre de cellules ot la VP et la CRH sont colocalisées ne différe pas entre les SEP14 et

les NSEP14 (Figure 9c).

Figure 8. Images représentatives de I'immunoréactivité de VP dans le NPV des ratons. a.
NSEPS, b. SEPS, ¢. NSEP14, d. SEP14.
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Comparaison NSEPS-NSEP 14

Le nombre de neurones de la partie parvocellulaire du NPV contenant la VP est
similaire chez les NSEPS et les NSEP14 (Figures 8, 9a). Le nombre de neurones contenant la
CRH est augmenté chez les NSEP14 par rapport aux NSEPS (Z=2.71, p=0,007 ; Figures 9b,
10). Le nombre de cellules ot la VP et la CRH sont colocalisées est également plus important
chez les NSEP14 (Z=2,31, p=0,02 ; Figure 9c¢).
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Figure 9. Nombre de neurones exprimant la VP (a), la CRH (b) ou les deux (¢) dans le noyau
paraventriculaire. ¥p<0,05, ***p<0,001
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Figure 10. Images représentatives de I'immunoréactivité de CRH dans le NPV des ratons. a.
NSEPS5, b. SEPS, ¢. NSEP14, d. SEP14.

1.2.2.2 Dans I’éminence médiane

La surface et la densit¢ optique de [’éminence médiane interne (EMI)
immunoréactive a la VP des quatre groupes sont similaires selon le test de Kruskal-Wallis,
mais différentes selon le test de médiane (Chi2=8,2, ddI=3, p=0,04). La surface de I’éminence
médiane externe (EME) immunoréactive a la VP des quatre groupes ne differe pas. Les
densités optiques de I'EME immunoréactive a la VP des quatre groupes sont différentes (H(3,
N=19)=8,0, p=0,04). La surface et la densité optique de I"’EM immunoréactive a la CRH des
quatre groupes sont différentes (surface: H(3,N=27)=14,5, p=0,002 ; densité optique :
H(3,N=27)=8,5, p=0,03).

Comparaison NSEP5-SEPS

La surface et la densité optique de I'EMI contenant la VP est similaire chez les SEP5

et les NSEPS (Figures 11a-b, 12 a-b). Il n’y a pas de différence non plus entre les traitements

en ce qui concerne la surface de ’EME contenant la VP et I'intensité du marquage (Figures
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11a-b, 12¢-d). La surface de I'EM contenant la CRH et I’intensité du marquage ne sont pas

différents entre les deux traitements (Figures 13a-b, 14).

Comparaison NSEP14-SEP 14
La surface de I’EMI contenant la VP ainsi que I'intensité du marquage sont plus

importantes chez les SEP14 (surface : Z5=2,02, p=0,04 ; intensité : Z5=2,02, p=0,04 ; Figures

11c-d, 12a-b). La surface de 'EME contenant la VP ne différe pas chez les deux traitements,
mais une augmentation de la densité optique de I’'EME apparait chez les SEP14 (Z5=2,02,
p=0,04 ; Figures 11c-d, 12¢-d). La surface de I'EM contenant la CRH des deux traitements ne
differe pas, cependant, I’intensité du marquage est élevée chez les SEP14 (26=2,20, p=0,03 ;
Figures 13c-d, 14a-b).

Comparaison NSEP5-NSEP14
La surface de ’EMI contenant la VP et I’intensité du marquage sont similaires chez

les NSEPS et les NSEP14 (Figures 11a, 11c, 12a-b). La surface de I'EME contenant la VP est

¢galement similaire, cependant, I’intensité du marquage est plus importante chez les NSEPS
(726,5=2,56, p=0,01 ; Figure 11a, 11lc, 12c-d). La surface de I'EM contenant la CRH est plus
importante chez les NSEP14 que chez les NSEP5 (Z7,7=2,36, p=0,02), cependant, I’intensité

du marquage ne différe pas entre les ages (Figures 13a, 13c, 14a-b).
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Figure 11. Images représentatives de I'immunoréactivité de VP dans I'EM des ratons. a.
NSEPS, b. SEP5, ¢. NSEP14, d. SEP14.
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Figure 12. Quantification de la vasopressine dans 1’éminence médiane : a. surface et b.
intensité du marquage dans la partie interne ; c¢. surface et d. intensité dans la partie externe.
*
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Figure 13. Images représentatives de I'immunoréactivité de CRH dans I'EM des ratons. a.
NSEPS, b. SEPS, ¢. NSEP14, d. SEP14.
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Figure 14. Quantification de la CRH dans I’éminence médiane : a. surface, b. intensité du
marquage. *p<0,05

1.2.3 Taux d’ACTH et de CORT

Les taux plasmatiques d’ACTH et de CORT sont évalués par dosage
radioimmunologique dans les échantillons prélevés immédiatement aprés 24 h de séparation
maternelle, ou pendant la période correspondante pour les témoins (Matériels et méthodes
3.1, 12). Le sexe des animaux ne jouant pas sur les taux d’ACTH et de CORT, leurs données

sont rassemblées pour I’analyse statistique.

ACTH

Les taux d’ACTH des quatre groupes expérimentaux (NDEPS, DEPS, NDEP14,
DEP14) sont différents (F3,46=28,3, p<0,00001). Le cinquiéme jour postnatal la séparation
maternelle n’a pas d’effet sur les niveaux d’ACTH. Cependant, un séparation maternelle
réalisée le quatorziéme jour induit une augmentation de 165% (p=0,03). Les niveaux basaux

des témoins agés de 14 jours sont plus importants que ceux des témoins agés de 5 jours

(p<0,00001 ; Figure 15a).

CORT

Les taux de CORT des quatre groupes expérimentaux sont différents (F3,21=41,8,
p<0,00001). Le JPNS, la séparation maternelle augmente les taux de CORT de 90%, mais
cette augmentation n’est pas significative. Une augmentation significative de 349% est

induite par la séparation maternelle le JPN14 (p<0,0001). La différence entre les niveaux
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basaux des témoins agés de 14 jours et ceux des témoins agés de S5 jours n’est pas
significative, mais une tendance d’augmentation avec 1’age est apparente (p=0,1; Figure

15b).
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Figure 15. Taux plasmatiques d’ACTH (a.) et de CORT (b.) des rats agés de 6 ou de 15 jours
mesurés a I’issue des 24 heures de séparation maternelle ou dans la période correspondante
chez les témoins. *p<0,05, ***p<0,001

1.2.4 Poids des surrénales

Le poids des surrénales des rats sacrifiés immédiatement aprés 24 h de séparation
maternelle, ou pendant la période correspondante pour les témoins est mesuré (Matériels et
méthodes 3.1, 9). Le sexe des animaux ne jouant pas sur le poids des surrénales (% poids
corporel), leurs données sont rassemblées pour 1’analyse statistique.

Le poids des surrénales des quatre groupes expérimentaux sont différents
(F3,100=11,3, p<0,00001). Le poids des surrénales des ratons non-séparés est plus important
le JPN 14 que le JPN 5 (p=0,04). La séparation n’augmente pas le poids des surrénales le JPN
5, par contre, elle induit une augmentation le JPN14 (p=0,002 ; Figure 16).

81



Résultats

E
o

w
o

(% poids corporel)
— »n
(=] (=]

poids des surrénales

0+ : . : '
NSEP5 SEP5 NSEP14 SEP14

Figure 16. Poids des surrénales des rats agés de 6 ou de 15 jours prélevées immédiatement
aprés 24 heures de séparation maternelle ou a la période correspondante chez les témoins.
*p<0,05, **p<0,01

1.2.5 Récepteurs aux glucocorticoides dans l'adénohypophyse

La quantification des RG est réalisée par une méthode de Western Blot sur des
protéines extraites de l’adénohypophyse des rats sacrifiés immédiatement aprés 24 h de
séparation maternelle, ou pendant la période correspondante pour les témoins (Matériels et
méthodes 3.1, 11).

Le Western Blot met en évidence la protéine RG & un poids moléculaire d’environ 97
kDa (Figure 17). Celle-ci apparait sous forme de deux bandes trés rapprochées pour certains
échantillons, ou d’une seule de ces deux bandes pour d’autres (bande haute ou bande basse ;
Figure 17). L’analyse de la fréquence d’apparition de ces différents profils est présentée dans
la partie “ Effets persistants ” des résultats. Celle-ci n’est liée ni a I’age des petits, ni a la

séparation maternelle.

<4— 116 kDa

<4— 83 kDa

Figure 17. Western Blot représentative des RG de I’adénohypophyse des rats de 5 jours.
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L’apparition de deux bandes sur le membrane entraine une augmentation de surface
ce qui doit influencer I’intensité du marquage. C’est pourquoi les échantillons issus du méme
traitement néonatal mais migrant en tant qu’une ou plusieurs bandes ne peuvent étre
regroupés pour une analyse statistique. Cependant, si on sépare les échantillons selon le type
de migration, le nombre des échantillons pour chaque condition devient faible (Tableau 7.).
De plus, nous n’avons pas identifi¢ la cause biologique de la variabilité¢ des échantillons.
C’est pourquoi nous ne pouvons pas réaliser d’analyses statistiques sur la surface, I’intensité

et I’intensité relative des échantillons, qui sont toutefois présentés dans le Tableau 7.

Tableau 7. Caractéristiques des bandes immunoréactives aux RG dans 1’adénohypophyse des
petits rats.

Surface Intensité Intensité relative N échantillon
2 bandes | 1bande | 2 bandes | 1bande | 2 bandes | 1 bande | 2 bandes | 1 bande
NSEP5 [92+33| 93+0 | 178+68| 244+0 |18,5+1,426,3+0,0 4 1
SEP5S 11,0£24{ 4,1 1,6 196465 | 80+33 |16,8+22|18,1 +1,6 4 4
NSEP14 | 16,0 1,21 14,7+ 1,4] 629 +98 | 642 +99 | 38,8 +6,3|43,1 +4,8 3 3
SEP14 13,542,5(11,4 41,3 486 £105| 479 +100| 35,6 + 2,6 40,7 + 7,3 3 -

2 Effets persistants

Tous ces effets ont ét€¢ mesurés chez des rats males agés de 2 a 4 mois, ayant subi ou

non une séparation maternelle de 24 heures, ¢levés suivant les regles classiques de notre

animalerie (Matériels et méthodes 1, 2, 4).

2.1

QObservations neuroendocriniennes

2.1.1 ARN messagers des neuropeptides CRH et VP dans le NPV

L’expression des ARNm de la CRH et de la VP a été évaluée par hybridation in situ
dans le NPV des rats adultes (Matériels et méthodes 3.2.1.8, 3.2.2, 3.2.3, 8).
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Régime standard

Aucune différence entre les trois groupes n’apparait en ce qui concerne le nombre de
neurones exprimant I’ARNm de la VP ou de la CRH ainsi que I’intensité de leur expression

(Figures 18, 19).
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Figure 18. Nombre de neurones exprimant ’ARNm de la VP (a) et intensité de I’expression
(b) dans le NPV des trois groupes expérimentaux nourris au régime standard.
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Figure 19. Nombre de neurones exprimant I’ARNm de la CRH (a) et intensité de
I’expression (b) dans le NPV des trois groupes expérimentaux nourris au régime standard.

Régime de macronutriments dissociés

Le nombre de neurones exprimant ’ARNm de la VP ainsi que I'intensité de son
expression sont similaires chez les rats SEPS, SEP14 et NSEP nourris au régime dissocié
(Figure 20). Par contre, le nombre de neurones contenant I’ARNm de la CRH est différent

(H(2, N=18)= 6,7, p=0,03) et I"intensité de I’expression tend a étre différent (H(2, N=18)=5,6,
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p=0,06) chez les trois groupes. En particulier, ces valeurs sont élevées chez les rats SEP14 par
rapport aux NSEP (nombre : Z9,4=2.2, p=0,01), alors qu’il n’y a pas de différence entre le
groupe SEPS et NSEP (Figure 21).
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Figure 20. Nombre de neurones exprimant I’ARNm de la VP (a) et intensité de I’expression
(b) dans le NPV des trois groupes expérimentaux nourris des trois macronutriments dissociés.
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Figure 21. Nombre de neurones exprimant ’ARNm de la CRH (a) et intensité de
’expression (b) dans le NPV des trois groupes expérimentaux nourris des trois
macronutriments dissociés. *p<0,05

Régime * cafétéria ”

En raison du faible effectif dans chaque groupe de traitement, les résultats n’ont pas
pu étre analysés par des méthodes statistiques. Cependant, il semble que le nombre et
I’intensité des neurones exprimant I’ARNm de la VP ne soit affecté ni par un stress d’éther, ni
par le traitement néonatal (Figure 22). Par contre, il semble que I’éther diminue le nombre et
I"intensité des neurones exprimant ’ARNm de la CRH, qui ne sont pas influencés par le

traitement néonatal (Figure 23).

85



Résultats

o 8 80000 o g 25000
a3
ET 13% 20000 |
| 2 € 60000 05
[ 5w o w
gg 22 15000
: 2 § 40000 c: S
2 ey ‘
| 8 a 2 a 10000
|g§ 20000 - 2Z 00
— w 2 |
| s e Ers
m 0 i x =3 1 .
= o
sans éther aprés éther sans éther apres éther
a. CINSEP ESEP5 mSEP14 b. CONSEP 2SEPS5 mSEP14

Figure 22. Nombre de neurones exprimant I’ARNm de la VP (a) et intensité de 1’expression
(b) dans le NPV des trois groupes expérimentaux nourris du régime “ cafétéria ™.
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Figure 23. Nombre de neurones exprimant ’ARNm de la CRH (a) et intensité de
I’expression (b) dans le NPV des trois groupes expérimentaux nourris du régime “ cafétéria .

2.1.2  Taux plasmatiques d’ACTH et de CORT

2.1.2.1 Taux basaux

Les taux basaux d’ACTH et de CORT sont mesurés par dosage radioimmunologique

chez les rats adultes nourris au régime standard ou au régime dissocié (Matériels et méthodes
3.2.1:8,.3.22, 12).
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ACTH

Les taux basaux d’ACTH des trois groupes ne sont pas différents, qu’ils soient

nourris du régime standard (Figure 24a) ou de macronutriments séparés (Figure 24b).
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Figure 24. Taux plasmatiques basaux d’ACTH des trois groupes d’adultes, nourris (a) au

régime standard, (b) au régime dissocié.

CORT

Les taux basaux de CORT des trois groupes ne sont pas différents, qu’ils soient

nourris au régime standard (Figure 25a) ou au régime dissocié (Figure 25b).
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Figure 25. Taux plasmatiques basaux de CORT des trois groupes d’adultes, nourris de (a.)

régime standard, (b.) trois macronutriments séparés.
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2.1.2.2 Apres une contention de 30 minutes

La réponse ACTH et CORT a la contention est évaluée par dosage
radioimmunologique dans les échantillons plasmatiques obtenus par canulation jugulaire chez
les rats nourris au régime standard (Matériels et méthodes 3.2.1.6, 6, 12).

La réponse ACTH a une contention de 30 min est présentée sur la Figure 26a.
L’analyse de variance a mesures répétées montre un effet significatif de temps (F S5,
130=35,5, p<0,0001), et une interaction significative temps x traitement néonatal (F 10,
130=3,0 p<0,01). Les niveaux basaux d’ACTH sont similaires chez les adultes des différents
groupes. Apres 15 min de contention, les taux plasmatiques d’ACTH augmentent chez chaque
groupe expérimental, mais le niveau atteint est plus élevé chez le groupe SEP14 que chez le
groupe NSEP (p=0,02), alors qu’il n’y a pas de différence entre les groupes SEP5 et NSEP.
Apres 30 min de contention, les niveaux d’ACTH respectifs des groupes SEPS et NSEP ne
différent pas des niveaux atteints aprés 15 min, mais une diminution significative est observée
chez le groupe SEP14 (p<0,05), dont les niveaux d’ACTH ne sont plus différents de ceux du
groupe NSEP. A la fin de la contention, les taux plasmatiques des rats SEP14 continuent a
diminuer, et ceux des rats NSEP commencent également a diminuer (p<0,05 a toutes les
mesures post-contention pour les deux traitements). Cependant, les taux plasmatiques des rats
SEPS commencent a diminuer de fagon significative seulement 60 min apres la fin de la
contention (p<0,01), et sont donc plus élevés que les niveaux des rats NSEP a 15 et 30
minutes apres la fin de la contention.

Les taux plasmatiques de CORT de chaque groupe de traitement changent de fagon
significative avec le temps (F 5, 130=40,2, p<0,0001), et il existe une interaction significative
temps x traitement néonatal (F 10, 130=2,3, p<0,01 ; Figure 26b). Contrairement au cas de
I’ACTH, il existe une différence de taux basaux de CORT entre les trois groupes, puisque les
niveaux de CORT du groupe SEP14 sont diminués par rapport a ceux du groupe NSEP
(p<0,05 ; il n’y a pas de différence entre le groupe SEPS et NSEP). Le pic des niveaux de
CORT (apres 15 et 30 min de contention) sont similaires chez chaque groupe. Les taux
plasmatiques de CORT commencent a diminuer par rapport aux niveaux maximaux 60 min
apres la fin de la contention chez les groupes NSEP et SEP14 (p<0,001). Cependant, les
niveaux de CORT des rats SEP5 ne diminuent pas de fagon significative durant toute
’expérience. Les taux plasmatiques de CORT du groupe SEPS sont plus élevés que ceux du

groupe NSEP 15 et 60 min apres la fin de la contention, alors que les niveaux de CORT du
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groupe SEP14 sont plus hauts que les niveaux du groupe NSEP & un seul moment : 15 min

apres la fin de la contention.
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Figure 26. Taux plasmatiques d’ACTH (a.) et de CORT (b.) des rats avant, pendant et apres
un stress de contention de 30 minutes. ** p<0,01 entre SEPS et NSEP, # p<0,05 entre SEP14

et NSEP.

2.1.2.3 Aprés un stress d’éther

La réponse ACTH et CORT a un stress d’éther est évaluée par dosage
radioimmunologique dans les échantillons du sang du tronc des rats nourris au régime
cafétéria (Matériels et méthodes 3.2.3, 12).

Le traitement néonatal ne modifie pas les niveaux basaux d’ACTH ou de CORT, et il
n’y a pas d’effet du traitement néonatal sur la réaction au stress d’éther (pas d’effet traitement
néonatal x sacrifice). Une augmentation des taux plasmatiques d’ACTH et de CORT apparait
20 min apres un stress d’éther de la méme fagon chez les trois groupes (Figure 27 ; effet

sacrifice, ACTH : F1,25=52,5, p=0,0000001 ; CORT : F1,25=16,1, p=0,0004).
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Figure 27. Taux plasmatiques d’ACTH (a.) et de CORT (b.) des rats nourris au régime
cafétéria ayant été soumis ou non a un stress d’éther de 3 minutes.

2.1.2.4 Aprés 48 heures de jeline

La réponse CORT au jeline est évaluée par dosage radioimmunologique dans les
¢chantillons du sang du tronc des rats nourris ad libitum au régime standard ou soumis a 48
heures de jeline (Matériels et méthodes 3.2.1.7, 12).

I a été montré avec un plus large effectif que les niveaux basaux de CORT des trois
groupes nourris de régime standard ne sont pas différents. Il n’y a pas non plus de différence
dans les niveaux de CORT des trois groupes ayant subi un jeline (effet du traitement néonatal
non significatif). Cependant, d’une fagon générale, le jeline augmente les taux plasmatiques
du CORT, et cette augmentation est prés d’étre significative (Figure 28 ; effet jeiine :

F1,31=4,13, p=0,059).

CORT (ng/ml)

satiés jelnés
CINSEP (I SEPS5 W SEP14

Figure 28. Taux plasmatiques de CORT de rats ayant été soumis ou non a 48 heures de jeline.
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2.1.3 Poids des surrenales

Etats basaux

Le poids des surrénales des rats adultes non stressés, nourris ou régime standard ou
dissocié, est mesuré apres le sacrifice (Matériels et méthodes 3.2.1.8, 3.2.2).

Aucune différence n’apparait concernant le poids de surrénales (% poids corporel)
entre les trois traitements néonatals, et ceci quel que soit le régime alimentaire (Figure 29).
Les rats témoins nourris au régime dissocié¢ semblent avoir des surrénales d’un poids plus
élevé que ceux nourris au régime standard. Cependant, ces rats n’ayant pas été soumis aux

mémes expériences, on ne peut comparer directement les données.
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(% poids corporel)

poids des surrénales
(% poids corporel)
poids des surrénales

NDEP DEP14 DEP5 NDEP DEPS DEP14

Figure 29. Poids des surrénales (% poids corporel) des rats adultes nourris avec a. le régime
standard, b. les trois macronutriments dissociés.

Aprés un stress d’éther

Le poids des surrénales des rats nourris au régime cafétéria, ayant subi ou non un
stress d’éther juste avant le sacrifice, est mesuré (Matériels et méthodes 3.2.3).

Dans aucun des trois groupes, I’éther n’induit une diminution significative du poids
de surrénales (% poids corporel) 20 minutes aprés I’exposition (Figure 30). Les poids des

surrénales des trois groupes sont similaires aussi bien a I’état basal qu’aprés le stress d’éther.
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Figure 30. Poids des surrénales (% poids corporel) des rats adultes nourris au régime
“ cafétéria ”, ayant été soumis ou non a un stress d’éther.

Apres 48 heures de jeline

Le poids des surrénales des rats adultes nourris au régime standard, ayant subi ou
non 48 heures de jetine, est mesuré apres le sacrifice (Matériels et méthodes 3.2.1.7).

Il n’y a pas de différence entre les trois groupes ni a 1’état de satiété, ni aprés un
jetne de 48 heures (Figure 31). Cependant, le jeiine augmente le poids des surrénales (%

poids corporel ; effet de jetne : F 1,26=19,5, p=0,0001).

14

10 |

(% poids corporel)

poids des surrénales

ad libitum a jeun
CINSEP EISEP5 W SEP14

Figure 31. Poids des surrénales (% poids corporel) des rats adultes nourris au régime
standard, ayant été¢ soumis ou non a un jetine de 48 heures. *p<0,001
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2.1.4 Récepteurs aux glucocorticoides

2.1.4.1 Liaison biochimique dans I’hippocampe

La capacité du liaison des RG et les RM hippocampiques est évaluée par une
méthode d’analyse biochimique chez les rats nourris au régime standard (Matériels et
méthodes 3.2 .1.8, 10).

Les capacités de la liaison des RM et des RG de trois groupes ne sont pas différentes
(Figure 32).

400

300 |

200 1

100 |

récepteurs (fmol/mg protéine)

o

RM RG f
CINSEP £1SEP5 M SEP14

Figure 32. Capacité de liaison des récepteurs aux corticostéroides dans I’hippocampe des rats
adultes.

2.1.4.2 Western Blot

La quantification des RG dans I’hippocampe, I’hypothalamus, I’adénohypophyse et
une partie du cortex des rats est réalisée chez les rats adultes nourris au régime standard par
une méthode de Western Blot (Matériels et méthodes 3.2.1.8, 11).

Comme chez les rats jeunes, le Western Blot met en évidence la protéine RG a un
poids moléculaire d’environ 97 kDa. Ainsi que nous I’avons observé sur les échantillons des
jeunes rats, la migration de certains échantillons donne deux bandes trés rapprochées, tandis
que d’autres échantillons produisent une seule de ces deux bandes (la plus haute ou la plus

basse). Toutefois, chez les animaux dont plusieurs régions cérébrales sont analysées, le
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nombre et la position des bandes sont toujours les mémes dans les différentes régions

cérébrales.

La présence de la bande haute et/ou basse n’est pas liée a

(1) le sexe (male, femelle)

(2) I’age (5 jours, 14 jours, adulte)

(3) le traitement néonatal (NSEP, SEPS, SEP14)

(4) I’état de satiété (ad libitum, a jeun)

des animaux (Tableau 8.). Cependant, le profil des bandes n’est pas indépendant de

I’appartenance des animaux a la méme litiére (Chi2=51,6, dd1=26, p<0,01 ; Tableau 8.).

Tableau 8. Présence des bandes immunoréactives aux RG chez divers catégories de rats.

Haut Bas Les deux

% théorique 12,6 27,4 60,0
% observé sexe males 13,8 25,0 61,3
femelles 6,7 40,0 53,3

ige 5 jours o 30,8 61,5
14 jours 23,1 30,8 46,2

adulte 11,6 26,1 62,3

traitement NSEP 13,2 21,1 65,8
néonatal SEPS 10,3 34,5 55.2
SEP14 14,3 28,6 57,1

état de ad libitum 12,9 22,6 64,5
satiété a jeun 12,1 36,4 51,5
portée 55 0,0 50,0 50,0
56 0,0 37,5 62,5

57 25,0 75,0 0,0

58 0,0 40,0 60,0

59 50,0 0,0 50,0

60 37,5 25,0 375

61 0,0 0,0 100,0

62 0,0 100,0 0,0

63 0,0 0,0 100,0

64 28,6 0,0 71,4

65 0,0 100,0 0,0

66 0,0 0,0 100,0

67 0,0 429 57,1

68 0,0 0,0 100,0

69 60,0 0,0 40,0

94



Reésultats

En raison des arguments présentés dans la partie *“ effets immédiats ” (apparition de

deux bandes sur la membrane entrainant 1’augmentation de surface et la diminution de

’intensité du marquage), nous ne faisons pas d’analyses statistiques sur la surface, I’intensité

et I’intensité relative des échantillons, qui sont toutefois présentées dans les Tableaux 9 et 10.

Tableau 9. Caractéristiques des bandes immunoréactives aux RG dans différentes régions du
cerveau des rats adultes nourris ad libitum avec le régime standard (deux bandes : 9 NSEP, 6

SEPS, 7 SEP14 ; une bande : 7 NSEP, 4 SEPS, 3 SEP14).

Surface Intensité Intensité relative
2 bandes 1 bande 2 bandes 1 bande 2 bandes 1 bande
hippo- |NSEP 11,6 £0,7 | 84+0,9 | 26627 | 247+39 | 225+1,1 | 27,9+2,1
CAMpPC:  ISEPS 113£09 | 88+1,2 | 276423 | 260+£48 [ 243+14 [ 29,0+1,8
SEP14 122407 | 94+0,3 | 284+29 | 273+49 | 229+1,1 | 28,3+4,2
hypo- NSEP 243+24 | 16,1 £2,7 | 458+61 | 320+£62 | 22,1 +1,6 | 223+ 1,4
thalamus fopps [ 203423 [ 169+1,7 | 388452 | 289436 | 21,0+14 | 250425
SEP14 222422 | 16,723 | 41657 | 479+73 | 250+1,3 | 28,4+0,5
cortex NSEP 93+1,9 | 9,6+3,1 171+36 | 214+76 | 18,5+0,8 | 23,0+24
SEPS 149£5,5 | 154+1,2 | 330+ 131 | 366+47 | 20,6 +1,7 | 23,6 + 1,6
SEP14 173£1,6 | 83+1,8 | 41154 | 152+44 | 233+1,2 | 17,8%2,0

Tableau 10. Caractéristiques des bandes immunoréactives aux RG 1’adénohypophyse des rats

adultes nourris ad libitum avec le régime standard ou ayant été soumis a un jeline de 48

heures.
Surface Intensité Intensité relative N échantillon

2 bandes | 1bande | 2 bandes | 1bande | 2 bandes 1 bande |2 bandes| 1 bande
NSE.:P. 149+0,2| 142+0|984 135 738+0 |66,0+9,252,0+0,0 4 1
ad libitum
i‘\I.SEP 13,9+0,5] 13,1 +£0([927 £155| 864 +0 |65,7+9,5|65,5+0,0 5 1
a jeun
SEPS 145+0,5( 16,5+0|945+104 | 949+0 | 64,8+5,9[57,3+0,0 4 1
ad libitum
SEPS
A jeun 143+1,3(11,2+0,5/1043 £383| 743 +131|70,8 +20,0( 65,2 £ 9,8 2 4
SEP14
ad libitum 17,0+ 1,8(10,7+0,1| 868 £55 | 608 +31 [ 51,5+2,8 56,8 22 3 2
SEP14
A jeun 173+0,6| 7,9+3,9(1138£104|611 +345(65,3+3,9 64,4+ 19,8 3 3
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22 Observations comportementales

2.2.1 Comportement alimentaire

2.2.1.1 Comportement alimentaire basal sur un régime de nourriture standard

La prise alimentaire et I’évolution du poids corporel de rats nourris au régime
standard sont évalués (Matériels et méthodes 3.2.1, 3.2.1.1).

L’évolution du poids corporel des rats nourris d’un régime standard est présentée
dans le Tableau 11. Les poids des rats provenant des trois groupes sont différents
(F2,49=10,9, p=0,0001). Le poids des rats SEP est diminué de fagon significative par rapport
au groupe NSEP, indépendamment de 1’age au moment de la séparation, et cette différence se
maintient pendant toute la durée de la période d’observation. Le poids corporel des groupes

SEPS5 et SEP14 ne différe 4 aucun moment.

Tableau 11. Poids corporel des rats nourris de régime standard (g). ***p<0,001 comparé au
groupe NSEP.

Jour postnatal
29 36 43 50 56 63 70 77 82

NSEP | 83,1 126,0 166,3 2069 2433 2634 2873 308,2 3274
+2,0 +2.1 +2.3 43,1 +3,1 +4,2 +5,2 +5,0 +4,2

EE *Ew wEw L] LT

SEP5 | 72,2 108,4"" 143,67 1834 2118”7 2348 260,8"" 280,8" 296,3
+1,8 4+2.6 +3 4 436 452 453 +5.0 +4.4 +4.4

LEEd

kEE kS E2 2]

SEP14| 70,1 111,6™" 148,6"" 1883"" 217,8"" 241,1"™" 2654 2936 3051

+1,5 +2,1 +3,0 +3.,8 +3,6 +3,6 +4,3 +4.9 +4,8

La prise alimentaire des rats durant la phase diurne est moins importante que pendant
la phase nocturne, indépendamment de la condition néonatale, ce qui démontre que nos
manipulations ne perturbent pas fortement les habitudes naturelles de prise alimentaire des
rats (Figure 33, comparaison des phases diurne et nocturne NSEP : t=28,8, p<0,0001 ; SEPS :
t=32,9, p<0,0001 ; SEP14: t=29,4, p<0,0001). La prise journaliere des trois groupes est
différente (F 2,66=7,8, p<0,001), en particulier, elle est moins importante chez les rats SEP

que chez les rats NSEP, indépendamment de 1’age de la séparation (Figure 33). Dans le cas
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des rats SEPS et SEP14, la prise alimentaire est diminuée pendant les premiéres 10 heures de
la période diurne (Tableau 12, 22 h-8 h, F 2,66=14,1, p<0,0001), alors que la consommation
durant les autres périodes de la journée ne differe pas entre les animaux SEP et NSEP.
Aucune différence de prise alimentaire n’est observée entre les rats SEP5 et SEP14, quelle

que soit la période de la journée considérée.

[\]
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(4,1

prise alimentaire (g)
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diurne nocturne 24h
[ONSEP E1SEPS5 M SEP14

Figure 33. Prise alimentaire des rats pendant la phase diurne, nocturne et pendant la totalité
des 24 heures de la journée. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Tableau 12, Prise alimentaire des rats pendant les cinq périodes de la journée (g de nourriture
standard). ***p<0,001 comparé¢ au groupe NSEP.

Phase nocturne Phase diurne
10 h-12 h 12 h-16 h 16 h-22 h 22 h-8 h 8 h-10 h
NSEP 2,540,2 5,80, 1 6,5+0, 1 4,00, 1 1,3+0,1
SEP5 2,240,2 5,840,2 6,3+0,2 3,240,1""" 1,240,1
SEP14 2,6+0,1 5,7+0,2 6,7+0,2 3,1+0,1™" 1,140,1

2.2.1.2 Comportement alimentaire basal sur un régime de trois macronutriments dissociés

Le comportement alimentaire des rats nourris au régime dissocié est évalué de fagon
similaire a celui des rats nourris au régime standard (Matériels et méthodes 3.2.2).

Le poids corporel des animaux nourris des trois macronutriments dissociés évolue
différemment (interaction traitement néonatal x age : F30,540=1,57, p=0,03). Notamment, le
poids des groupes SEPS et SEP14 sont diminués par rapport au groupe NSEP jusqu’au début

de ce régime, puis cette différence disparait par la suite (voir détails dans le Tableau 13).
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Tableau 13. Poids corporel des rats nourris de régime dissocié. *p<0,05, **p<0,01 comparé
au groupe NSEP.

Jour postnatal

29 36 43 50 56 63 70 g 82
NSEP | 822 1219 161,01 1960 232,22 2267 250,7 283,0 2963
1,8 421 421 429 41 451 467 60 46,1

SEP5 | 77,0 1148 1512° 190,5 2202 226,1 2542 2818 2918
+1,1 +1,3 +2,8 43,1 +2.9 +5.6 +4.9 +5.8 +5,8
SEP14| 742" 1134" 149.8" 1914 2257 2294 2550 2856 2959
+1,7 +3.9 453 +5,7 +7,5 +9.6 9.4 +9,1 +8.3

La prise énergétique journaliere des trois groupes de rats est différente (F 2,37=4,4,
p<0,05). En particulier, elle est moins importante chez les rats SEP5 que chez les rats NSEP,
tandis que la prise énergétique des rats SEP14 ne differe d’aucun des deux autres groupes
(Figure 34a). La diminution de la prise énergétique du groupe SEP5 n’est caractéristique
d’aucune période spécifique de la journée, mais résulte plutoét d’une diminution observable
pendant toute la durée de la journée (Tableau 14).

Afin de corriger le biais émanant de la diminution de la prise énergétique totale des
rats SEPS5, les données de la consommation de macronutriments sont exprimées et analysées
en tant que pourcentage de prise énergétique totale (glucides, protéines et lipides ajoutés)
pour chaque période mesurée, et calculées séparément pour chacun des rats.

Prise de glucides

La consommation journaliere de glucides des trois groupes est différente (Figure
34b, F 2,39=8,2, p<0,01). Notamment, les rats SEP5 mangent moins de glucides que les rats
NSEP, tandis que la prise de glucides des animaux SEP14 ne différe pas de celle des animaux
NSEP. La différence entre les rats SEPS et NSEP apparait pendant toutes les périodes de la
journée (Tableau 14).

Prise de protéines

La consommation journaliere de protéines des trois groupes n’est pas différente
(Figure 34b). Il n’y a pas non plus de différences entre les groupes pendant les périodes de la
journée considérées (Tableau 14).

Prise de lipides

La consommation journaliére de lipides des trois groupes n’est pas différente (Figure

34b). Cependant, il existe une différence pendant la période diurne (F 2,39=6,5, p<0,05) : les
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rats SEP5 mangent plus de lipides que les rats NSEP. La prise de lipides des rats SEP14 n’est

différente des valeurs NSEP pendant aucune période de la journée (Tableau 14).

76
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energie totale
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lipides |

OONSEP B SEP5 M SEP14

Figure 34. Prise alimentaire des rats nourris de trois macronutriments séparés. a. prise
énergétique totale, b. prise des macronutriments séparés (% prise ¢énergétique totale).
*p<0,05, **p<0,01

Tableau 14. Prise énergétique totale et consommation des macronutriments individuels des
rats pendant les cinq périodes de la journée. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparé au
groupe NSEP. # p<0,05 comparé au groupe SEPS.

Phase nocturne Phase diurne
10h-12h | 12h-16h | 16h-22h | 22h-8h 8 h-10 h
Energie NSEP 19,642,5 | 44,4428 | 899438 | 111,0449 | 387+28
totale (kJ) | SEP5 12,2+1,7 37,0423 95,8+3,3 104,043,7 | 34,4439
SEP14 17,144.5 36,0£3,7 | 90,6874 | 114246,1 | 34,543,5
Glucides | NSEP 57,7446 | 61,9427 | 48,7432 | 44,1434 | 48,7452
(%) SEPS 438+4,0° | 544427 | 36,3+34" | 29,0£3,0" | 284+32"
SEP14 51,8+6,4 59,062,8 | 49,5+3,0" | 459+53" | 374453
Protéines NSEP 33,743,9 32,0+2,4 39,742,6 40,6+3,7 36,7+4.8
(%) SEP5 41,5436 | 36,4+1,8 46,0+£2,6 | 42,2435 41,3448
SEP14 37,7+7,1 35,0433 | 40.3+3,7 34,6+6,5 | 43,3+6,2
Lipides NSEP 8,5+1,8 6,1+1.4 11,642,2 15,3424 14,6418
(%) SEP5 14,643,8 9,242 4 17,743,7° | 28,8+4,2" 30,345
SEP14 10,5+3,5 6,042,5 10,2435 19,5448 19,3442
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2.2.1.3 Comportement alimentaire basal a partir d’un régime * cafétéria ”

Le poids corporel des rats nourris au régime cafétéria est mesuré pendant deux mois
(Matériels et méthodes 3.2.3).

Les rats du groupe SEP5 gagnent du poids plus vite que les rats NSEP pendant toute
la durée de 1’expérience. La prise du poids des rats SEP14 ne différe pas de celle des NDEP
pendant les 18 premiers jours de I’expérience, puis accélére passagérement pour devenir
similaire a celle des rats SEPS (effet de [I'interaction traitement néonatal x temps:
F 30,2,15=1,53 ; p=0,04 ; Tableau 15). A la fin de I'expérience, les rats SEP5 pésent plus que
les rats des deux autres groupes (F 2,28 = 3,51; p=0,04). La quantit¢ de leur graisse
corporelle est également différente : les rats SEP5 ont plus de graisse sous-cutanée que les
NSEP, mais autant de graisse épididymale et péri-rénale (F 2,28 = 6,53 ; p=0,005 ; Figure
35). Les poids des tissus adipeux des rats SEP14 ne différent pas de ceux des animaux NSEP.

Tableau 15. Gain de poids corporel de rats nourris de régime cafétéria (différence exprimée
en grammes comparée au poids initial). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparé au groupe
NSEP.

jour5 jour 11 jour 18 jour 29 jour 43 jour 53

NSEP 293419 56,1 + 3,1 74,3 +3,6 105,7+4,6 139,657 1643+£5,6

e "

SEP5 356+1,4  652+18" 876+28" 1189438 1541+45" 1751+53"

SEP14 | 313+22 547426 832445 1163+47" 1504+51" 169,6+5,0

tissu adipeux (g)

épididymal  péri-rénal  sous-cutané
CONSEP E SEP5 BSEP14

Figure 35. Poids des issus adipeux épididymaires, péri-rénaux et sous-cutanés des trois
groupes. **p<(,01
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2.2.1.4 Comportement alimentaire aprés un stress de contention de 3 heures

L’effet d’une contention de 3 heures sur le comportement alimentaire des rats nourris
au régime standard est évalué (Matériels et méthodes 3.2.1.2, 6.1).

L’effet de la contention change de fagon significative selon le temps (effet du jour de
la mesure: F 1,26=19,82; p<0,001), et il existe une interaction significative temps x
traitement néonatal (F 2,26=3,33 ; p=0,05). La contention diminue la prise alimentaire chez
les rats SEP14 pendant les 24 heures suivant le stress, alors que la consommation des autres
groupes ne change pas de fagon significative, bien que la consommation moyenne des
animaux SEPS soit similaire a celle des rats SEP14 (Figure 36a). Le deuxiéme jour apres la
contention, les rats SEP14 ont une prise alimentaire augmentée, alors que la consommation
des rats NSEP et SEPS reste inchangée. La contention n’affecte pas la prise de poids (Figure

36b).

2 jour 1 jour 2 1l a3
=, | y | | |
2 14 2 4
|
‘g 0 ! [ mﬁ E 14
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a 2 | , ‘ !
3o ' | -2 |
- NSEP SEP5 SEP14
a. [CINSEP [1SEP5 M SEP14 b.

Figure 36. Changements du comportement alimentaire induits par une contention de trois
heures. a. prise alimentaire, b. poids corporel. * p<0,05 comparé a la prise alimentaire aprés
un jeiine de trois heures.

2.2.1.5 Comportement alimentaire aprés une injection intracérébroventriculaire de leptine
L’effet d’une injection intracérébroventriculaire de leptine (10 pg/rat) sur le

comportement alimentaire des rats nourris au régime standard est évalué (Matériels et

méthodes 3.2.1.3).
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L’analyse de variance a mesures répétées révele un effet de temps significatif
(F 4,16,64 = 5,63 ; p=0,006), mais pas d’effet du traitement néonatal ou d’interaction. Les
trois groupes répondent & la leptine par une diminution de prise alimentaire similaire le jour
suivant I’injection (Figure 37a). La prise alimentaire retourne aux niveaux normaux le
troisieme jour apres I’injection. Les changements du poids corporel des trois groupes sont

¢galement similaires (Figure 37b).
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Figure 37. Changements du comportement alimentaire induits par une injection de leptine. a.
prise alimentaire, b. poids corporel.

2.2.1.6 Comportement alimentaire aprés une injection i. p. de dexfenfluramine (dF)

L’effet d’une injection ip de dF (1 mg/kg body weight) sur le comportement
alimentaire des rats nourris au régime standard est évalué (Matériels et méthodes 3.2.1.4).

L’injection de la dF diminue la prise alimentaire dans chaque groupe pendant la
période de 2 heures suivant 1’injection. La diminution mesurée pendant ces 2 heures est moins
importante chez les animaux SEPS que chez les NSEP, alors que la réponse des SEP14 rats
n’est pas différente de celle des témoins (effet de I’interaction traitement néonatal x temps :
F 2,30=3,40 ; p=0,04 ; Figure 38a). La prise alimentaire des animaux témoins retourne aux
niveaux normaux suivant ce temps, mais celle des rats SEPS et des SEP14 reste élevée
pendant 4 heures de plus (Figure 38a). L’effet de la dF ne persiste pas au-dela de 6 heures.

L’injection de la dF n’affecte pas le poids corporel (Figure 38b).
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Figure 38. Changements du comportement alimentaire induits par une injection de dF. a.
prise alimentaire, * p<0,05 comparé aux valeurs témoins, #p<0,05 comparé a NDEP ; b. poids
corporel.

2.2.2  Comportement d'anxiété

L’anxiété des rats est évalué en les observant dans un nouvel environnement (open
field, Matériels et méthodes 3.2.1.5, 7).

Dans I'open field sans nourriture, le comportement locomoteur ainsi que le nombre
des feces sont différents pour les trois groupes expérimentaux (Figure 39a-b). Il n’y a
cependant pas de différence concernant la latence avant la sortie du cercle central, le nombre
des lignes croisées, le temps passé dans ’aire périphérique (thigmotactisme), le nombre et la
durée des toilettages et le nombre des flaques d’urine. La locomotion des rats SEPS et SEP14
est diminuée par rapport aux rats NSEP (F 2,33=4,1, p<0,05). Le nombre de féces des rats
SEP14 est plus important que celui des rats NSEP, alors que les valeurs SEPS sont similaires
aux NSEP (F 2,33=3,60, p<0,05).

Le test open field en présence de nourriture est réalisé avec les mémes rats que le test
précédent, aprés un jetine de 48 heures, en plagant des croquettes dans I’appareil. Le
comportement locomoteur est similaire a celui du test précédent, mais la diminution observée
chez les rats SEP5 et SEP14 n’est pas statistiquement significative (Figure 39c). Chez les rats
SEP14, la latence avant le début de la prise alimentaire est augmentée (Figure 39d;
F 2,33=4,09, p<0,05), et la durée des repas est diminuée (Figure 39e¢ ; F 2,33=4.45, p<0,05),
alors qu’il n’y a pas de différence entre les rats SEP5S et NSEP. Les autres mesures

comportementales des trois groupes ne sont pas différentes.
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DISCUSSION

Nous avons vu que la séparation maternelle de 24 heures — une manipulation
environnementale composée de plusieurs stimuli stressants — a de nombreux effets immeédiats
et persistants. Dans la discussion, nous présentons dans un premier temps les conclusions
tirées de nos résultats concernant la maturation normale de 1'axe corticotrope entre le JPN 5 et
le JPN 14. Dans un deuxiéme temps, nous discutons des changements observés
immeédiatement apreés une séparation maternelle. Dans un troisiéme temps, nous présentons
les conclusions tirées de nos résultats concernant les modifications endocriniennes et

comportementales persistantes a 1 'dge adulte induites par la séparation maternelle.

1 Maturation normale de I’axe covticotrope

L’étude des rats qui n’ont pas subi une séparation maternelle nous a fourni des
données sur I'ontogenese normale de différents éléments de I’axe corticotrope. Les taux
plasmatiques des hormones peuvent &tre directement comparés entre les deux Aages.
Cependant, I'intérét de la comparaison du nombre de neurones du NPV contenant un peptide
ou son ARNm est limité, puisque le NPV augmente de taille entre les deux 4ges étudiés.
Ainsi, deux parameétres peuvent étre étudi€s, sans que 1’on sache quel est le plus important : le
nombre absolu des neurones marqués, ou la proportion des neurones marqués dans toute la
population du NPV, que nous n’avons pas ¢valuée en raison d’évidentes difficultés
méthodologiques. L’intensité de I’expression de I’ ARNm des peptides est un parametre plus
valide. En ce qui concerne les données de I'immunoréactivité de peptides dans I’EM, le
probléme est le méme que dans le cas de I’immunoréactivité dans le NPV : la surface
marquée absolue et la proportion marquée de I’EM peuvent étre considérées. La comparaison

de I'intensité du marquage reste toutefois possible.

Nos observations indiquent qu’entre le JPN 5 et le JPN 14, il y a un changement de
la maturation des ARNm de la CRH, de la synthése, du stockage et/ou de la libération de la
CRH dans le NPV. En cffet, nous avons montré que le nombre et I’intensité des cellules du
NPV exprimant ’ARNm de la CRH ne change pas entre le JPN 5 et le JPN 14, mais le

nombre de cellules immunoréactives a la CRH augmente dans la région parvocellulaire du
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NPV dans cet intervalle de temps. Ces deux données peuvent étre directement comparées,
étant donné que pendant I’ontogenése normale, la CRH s’exprime principalement dans la
partie parvocellulaire du NPV, Nos résultats confirment ceux obtenus avec d’autres méthodes
dans I’hypothalamus entier mettant en évidence une dissociation entre 1’expression de
I’ARNm de la CRH et de la quantité de peptide dans Ie NPV pendant I’ontogenése [47].
L’augmentation du nombre de cellules synthétisant la CRH entre le JPN 5 et 14
entraine une augmentation de la quantité de ce peptide dans I’EM, ol projettent les axones de
ces celiules. Le fait que 1’augmentation de la surface immunoréactive i la CRH dans I’EM ne
s’accompagne pas d’accroissement de I’intensité de marquage indique que [’évolution de la

quantité de la CRH suit de prés 1’évolution de la taille de I'EM entre le JPN 5 et Ie JPN 14,

L’augmentation du nombre des cellules exprimant ’ARNm de la VP dans le NPV
entre le JPN 5 et le JPN 14 indique seulement la croissance du NPV, mais ’augmentation de
I’intensité du marquage suggére que la synthése de ce peptide augmente entre ces deux ages.

Malgré 1’augmentation de la synthese de la VP dans le NPV, on observe entre le JPN
5 et le JPN 14 une diminution de ’intensité de son immunoréactivité de VP dans ’"EMI et une
absence de changement dans ’'EME (les deux structures ol projettent les neurones a VP du
NPV). Ceci suggeére qu’entre ces deux figes, la vitesse la libération de la VP augmente
parallélement a I’accroissement de sa synthése. Ceci est d'autant plus vraisemblable qu'on sait
que la maturité¢ fonctionnelle du rein pour la réabsorption de l'eau n'est acquise, chez le rats,

qu'au-dela de la deuxiéme semaine postnatale [293].

Nous avons observé une augmentation de la proportion de cellules a VP colocalisant
la CRH entre le JPN 5 et le JPN 14 dans la partie parvocellulaire du NPV. Cette augmentation
survient alors que le nombre de cellules 2 VP ne change pas entre les deux &ges, mais le
nombre de cellules 8 CRH augmente. Ce fait indique qu’une partie des cellules & VP présente
le JPN 5 a commencé a synthétiser de la CRH par la suite.

Différentes études ont établi que pendant la période HRS, la proportion des neurones
a VP du NPV co-exprimant la CRH est plus élevée qu’aprés. Ceci est illustré par le fait que le
JPN 9, I'immunolésion des neurones & VP dans le NPV diminue la production de CRH aussi
bien que celle de la VP, alors que le JPN 19, une telle Iésion diminue seulement 1’expression

de la VP, et non celle de la CRH [294]. La divergence de nos résultats avec ces données peut
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&tre due au fait que 1’4ge des ratons n’était pas le méme, et a la possibilité que 1’évolution de

la colocalisation n’est pas linéaire.

L augmentation des taux plasmatiques d’ACTH et de CORT (tendance) entre le JPN
5 et le JPN 14 est probablement due & "apparition d’un rythme circadien des niveaux de ces
hormones. En effet, la littérature scientifique ne décrit généralement pas d’augmentation entre
ces deux Ages [60, 200, 202, 203, 220, 294, 295]. Contrairement a ces €tudes, ou les
échantillons ont été pris pendant la période diurne, le plasma des nos rats a été récolté au
début la période nocturne, & peu pres au moment ol les taux &’ ACTH et de CORT atteignent
un pic chez les rats adultes. Le rythme circadien de la CORT se mettant en place 4 la fin de la
deuxiéme semaine postnatale, 1’élévation des taux hormonaux correspondrait a 1’apparition

ontogénétique de ce pic [296].

En conclusion, nos résultats ont apporté des informations nouvelles & la notion
géncrale que 1’axe corticotrope est trés différent lors des deux moments étudiés de
I'ontogenese normale ; le JPN 5 et le JPN 14. Nous avons mis en évidence des données
supportant ’existence des changements entre ces deux fges concernant les processus de
maturation des neuropeptides du NPV et leur libération de I’EM, ainsi que ’apparition d’un
cycle circadien de I’ACTH et de la CORT.

2 E jfei‘s immédiats de la séparation maternelle

La séparation maternelle est une manipulation qui place des ratons dans un
environnement hostile, ce qui impose progressivement plusieurs contraintes & 1’organisme des
petits : 1. un manque de soins maternels, qui est un stimulus stressant majoritairement
neurogénique (psychologique), 2. une déshydratation, 3. un jeline. Les trois types de
contrainte sont des stimuli stressants chroniques, qui sont tous les trois capables d’induire
chez le rat adulte une réponse adaptative, le stress, permettant 3 ’organisme de limiter les
dégats pendant un certain temps. L’axe corticotrope joue un réle important dans cette

adaptation,
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Chez les rats trés jeunes, la maturation de 1’axe corticotrope n’est pas terminée. La
période néonatale des rats comprend la période d’hypo-réponse aux stimuli stressants (HRS,
JPN 4-12), et I’axe corticotrope n’est pas pleinement mature méme a la fin de cette période.
Nous avons étudié si ’axe corticotrope des jeunes rats est capable de réagir aux stimuli
stressants composant la séparation maternelle (pendant ou apres la période HRS), et si cette

réaction est similaire a celle des adultes.

La diminution du poids observée chez nos rats suggére que la séparation maternelle a
imposé une contrainte forte a I’organisme des petits. Notamment, elle indique une perte d’eau

et d’autres composés survenue lors du jeline de 24 heures dans la couveuse.

La séparation maternelle augmente la sécrétion de la VP du NPV chez les rats de 14
jours. Il est probable que I’augmentation de la synthése apparait aussi bien dans la partie
magnocellulaire que dans la partie parvocellulaire du NPV,

Notamment, "augmentation de I’expression de ’ARNm de la VP chez les rats
SEP14 indique l'augmentation de la synthése de ce neuropeptide dans le NPV, Dans noire
étude, seule Ia totalité du NPV a été évaluée, puisqu’il n’était pas possible de cibler la partie
magno- ou parvocellulaire en raison des caractéristiques du logiciel utilisé. Bien que ’ARNm
de la VP soit exprimé de fagon constante dans les deux parties — parvo~ et magnocellulaire —
du NPV, le nombre de neurones & VP magnocellulaires est supérieur au nombre de neurones a
VP parvocellulaires. Il est par conséquent plus probable que I’augmentation observée de
I’expression de ’ARNm de la VP est d’origine magnocellulaire. Cependant, ces données
n’excluent pas un changement de [’expression de VP dans la partie parvocellulaire du NPV,

L’augmentation de la quantité de VP dans [’EMI chez les rats SEP14 indique une
augmentation de la synthése de la VP dans la partie magnocellulaire du NPV. L’EMI contient
des axones des neurones magnocellulaires du NSO et NPV en passage au neurchypophyse
(qui sont donc sectionnés de fagon transversale) [297]. La VP magnocellulaire est stockée
dans le neurohypophyse dans les vésicules neurosécrétrices et libérée dans la circulation
sanguine, et contribue a I'inhibition de la perte d’eau, par I’augmentation de sa réabsorption
dans les reins [298]. Puisque 1’état de déshydratation chez les rats adultes est caractérisé par
["augmentation de la synthese et de la libération de la VP parall¢lement a partir des neurones
magnocellulaires du NPV et du NSO [298-301], il est probable qu’une telle augmentation de

synthése apparait également dans ces deux noyaux des rats SEP14. L’augmentation de
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I’intensité du marquage de la VP dans 'EMI des SEP14 indiquerait donc I’augmentation de la
sécrétion de VP dans leur NPV et leur NSO. 1l est intéressant de noter que les rats adultes
déshydratés, de fagon similaire a nos rats SEP14, ont une synthése augmentée de VP dans le
NPV, par contre, on observe une diminution de la quantité de VP dans PEM, ce qui est dii &
I'augmentation de la libération de ce peptide [297]. Chez les rats SEP14, on observe une
augmentation paralléle de la synthése de la VP dans le NPV et de sa quantité dans ’EMI,
indiquant qu’a cet Age, le mécanisme coordonnant la vitesse de la synthése et de la libération
de ce peptide n’est pas encore mis en place.

L’augmentation de la quantité de VP dans I'EME chez les rats SEP14 indique que la
synthése de ce peptide est augmentée dans la partie parvocellulaire du NPV. En effet, 'EME
contient des arborisations terminales des axones provenant des neurones parvocellulaires du
NPV, contenant la VP et sectionnés de fagon longitudinale [302]. Ces dernters liberent les
neuropeptides dans la circulation portale, qui stimulent la sécrétion de 'ACTH dans
I’adénohypophyse [24]. Une augmentation similaire apparait dans 'EME des rats adultes
soumis a une déshydratation [297].

L’absence de changement du nombre de cellules contenant la VP dans la partie
parvocellulaire du NPV malgré I'augmentation de la quantité de VP dans I’EME indique que
la séparation maternelle augmente la synthése de VP dans les neurones qui en synthétisent

déja. Le nombre de cellules contenant la VP ne serait donc pas un parametre tres significatif.

La diminution de I’expression de I’ARNm de la CRH et la diminution du nombre de
cellules contenant la CRH dans la partie parvocellulaire du NPV des rats SEP14 indique que
la séparation maternelle diminue la synthése de ce neuropeptide. A I'état basal, 1’expression
de PARNm de la CRH est localisée presque exclusivement dans la partie parvocellulaire du
NPV. Une déshydratation induit 1’expression de ’ARNm de la CRH également dans la partie
magnocellulaire du NPV chez les rats adultes [303]. La diminution de I'expression de 'ARNm
de la CRH dans le NPV des rats SEP14 indique que si une telle induction de 'ARNm de la
CRH survient dans la partie magnocellulaire de leur NPV, cette augmentation est inférieure a
la diminution de l'expression de 'ARNm dans la partie parvocellulaire du NPV. La
diminution de I’expression de I’ARNm de la CRH dans le NPV des rats SEP14 ressembie
étroitement a la réaction des rats adultes soumis a la déshydratation et au jetine [304-307].

L’augmentation de la quantité de CRH dans I’'EM des rats SEP14 malgré la

diminution de sa synthése dans le NPV indique une absence de synchronisation entre la
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synthése et la libération de ce neuropeptide. En effet, la CRH de I’EM est originaire du NPV,
ol sa synthése est diminuée chez les rats SEP14. Une diminution de la synthése de la CRH
apparait dans le NPV des rats adultes déshydratés, mais chez ces rats, la quantité de ce
peptide dans I’EM reste inchangé [298], ce qui indique que la vitesse de la libération est
ralentie par rapport a celle de la synthése. Chez les rats SEP14, la diminution de la libération
de la CRH est encore plus prononcée. Dans I’absence de données concernant le
développement du transport axonal et de la libération de ces neuropeptides, cette hypothése

reste & confirmer.

L’augmentation des taux plasmatiques d’ACTH observée chez les rats SEP14 est
probablement due a l’augmentation de la quantité de VP atteignant 1’adénohypophyse,
originaire de 'EME. En effet, il a été montré chez les rats adultes, qu’a I’augmentation de la
présence de VP dans ’EME correspondait une augmentation de la présence de VP dans
I’adénchypophyse [308]. Notre hypothése est appuyée par le fait que chez les rats adultes,
I’augmentation persistante des niveaux d’ACTH pendant une déshydratation semble étre due
a l’augmentation de la libération de la VP et non pas de la CRH [298]. De plus,
l'augmentation de la quantité de VP dans I'EME chez les rats adultes déshydratés correspond 2
une augmentation des taux plasmatiques de I'ACTH [297]. Bien que les mécanismes de la
libération de VP ne sont peut-&tre pas identiques le JPN 14 et a 1'dge adulte, il reste probable
que la quantité de VP libérée soit augmentée chez les rats SEP14 par rapport aux rats
NSEP14.

Bien que la VP induisant I’augmentation des taux plasmatique d’ACTH est
probablement d’origine parvocellulaire, certaines données suggérent que la VP d’origine
magnocellulaire peut également contribuer 3 la stimulation de la libération de ’ACTH.
Premiérement, la VP peut atteindre ’adénohypophyse via des vaisseaux portaux courts aprés
sa libération dans le neurohypophyse [309]. Deuxiémement, des études morphométriques et
neurochimiques ont mis en évidence 1’existence de la libération paracrine de la VP de ’EMI
[310].

D’autres causes de 1’é1évation des niveaux d’ACTH peuvent étre envisagées, comme
la sensibilisation des récepteurs & VP de I’adénohypophyse ou ’augmentation de la demi-vie
de PACTH. Les observations chez les adultes soumis 2 un stress chronique indiquent souvent
une sensibilisation des récepteurs a VP de I’adénohypophyse [24]. Une augmentation de la

demi-vie de I’ACTH est observée chez les rats dgés de 14 jours par rapport aux adultes [60].
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Cependant, aucune étude ne porte sur I’effet de la séparation maternelle sur la sensibilité des

récepteurs 4 VP ou sur la demi-vie de ’ACTH.

La cause principale de 1’augmentation des taux plasmatiques de CORT chez les rats
SEP14 est 1’¢lévation des taux d’ACTH. Cette interprétation est supportée par I’augmentation
du poids des surrénales de ces rats, qui indique un hyperfonctionnement des surrénales dfi au
stress chronique {311, 312]. D’autre part, une augmentation de la sensibilité des surrénales
peut contribuer a 1’augmentation de la sécrétion de la CORT chez les ratons SEP14. Cette
hypothése est supportée par les données de la littérature démontrant qu’une injection d’ACTH
induit une réponse plus importante chez les rats séparés de la mére [215, 217]. Finalement,
I’augmentation de la demi-vie de la CORT peut également contribuer a I’augmentation de ses
taux plasmatiques. La demi-vie de la CORT est augmentée chez les rats séparés de la mére,
puisque apres [’administration d’une méme quantité de CORT, on observe des niveaux élevés
chez les rats SEP [222]. L’augmentation de la demi-vie de la CORT apparait également chez

les rats adultes ayant subi un jetne [306].

Contrairement aux rats 4gés de 14 jours, dont la réponse corticotrope & la séparation
maternelle est proche de la réponse adulte a la déshydratation, les rats Agés de 5 jours ne
répondent pas a la séparation. Le manque apparent de changements de la synthése ou de la
libération de la VP et de 1a CRH chez les rats SEPS5 est a I’origine de 1’absence de la réponse
hormonale & la séparation maternelle.

Le manque de changement de I’expression de ’ARNm de VP chez les rats SEP5
indique qu’a I’dge de cing jours, organisme des jeunes rats est incapable d’initier une
réponse adaptative a la déshydratation similaire a celle des adultes. Il est par conséquent
probable que ces rats souffrent plus des effets d’une déshydratation de la méme durée que les
rats SEP14.

L’¢tude des données bibliographiques supporte en grande partie nos observations.
Les taux d’ACTH sont généralement éleves apres une séparation maternelle a partir du JPN
14, mais pas avant [200-212, 214, 215, 217-219, 221, 222, 313]. Cependant, les taux de
CORT sont généralement élevés a partir du JPN 8 [200, 202-204, 207-209, 211, 219-222,

313]. Cette disparité montre que l'importance des facteurs évoqués déterminant les taux
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plasmatiques de CORT (niveaux d’ACTH, sensibilit¢ des surrénales, demi-vie de CORT)

peut changer avec Page.

L’origine de la réponse hormonale de 1’axe corticotrope est moins claire dans la
litiérature scientifique que dans notre étude, puisqu’etle ne met en évidence 1’augmentation ni
de la synthése de CRH, ni de la synthése de VP. La synthése de la CRH est inchangée ou
diminuée dans le NPV des ratons séparés [200-204]. Contrairement 4 nos résultats, la seule
étude qui a évalué Ueffet de la séparation maternelle de 24 heures sur ’expression de
I’ARNm de la VP dans le NPV n’a pas montré d’augmentation & aucun age étudié¢ (JPN 6, 12,
18 ; [2007).

Les disparités entre les différentes études peuvent étre dues & plusieurs facteurs.
D’une part, ces travaux ont été réalisés sur des souches de rats différentes (Long-Evans : notre
étude; Sprague-Dawley [201]; hybrides Sprague-Dawley x Long-Evans [200, 202-204, 221,
222]). L’axe corticofrope des rats Sprague-Dawley est trés différent de celui des rats Long-
Evans, notamment 1’immunoréactivité de CRH observée dans le NPV est beaucoup plus
important chez les Sprague-Dawley (A. Burlet, communication personnelle). D’autre part,
I’expression de I’ARNm de CRH exhibe des fluctuations circadiennes [314], ce qui rend
difficile le comparaison des études qui utilisent des tissus récoltés a différentes périodes de la
journée. La variabilité de la température et de I"humidité pendant la séparation, ainsi que le

fait qu’il ne s’agit pas exactement des mémes ages ajoutent une variabilité supplémentaire.

En comparant la réponse de I’axe corticotrope a des stimuli stressants entre les
jeunes rats et les adultes, nous nous sommes principalement appuyés sur les données
concernant la déshydratation, en ce qui concerne les adultes. Pourtant, la séparation
maternelle comporte aussi une composante “ jefine ” et une autre “ stress neurogénique ”, et la
réponse de ’axe corticotrope adulte a ces trois types de stimuli est différente. Pour pouvoir
mieux comparer les modifications de [’axe corticotrope aux différents ages, les résultats
observés chez nos animaux sont représentés et comparés avec les modifications induites par
divers stimuli stressants chez I’adulte (Tableau 16).

C’est vraisemblablement la composante “déshydratation” de la séparation
maternelle qui a le plus grand effet sur ["axe corticotrope des rats SEP14. En effet, les
changements de ’axe corticotrope induits par la séparation ressemblent aux changements

induits par la déshydratation chez les adultes, et moins 4 ceux induits par le jeline ou par un
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stress neurogénique chronique. Le manque de changement des paramétres de 1’axe
corticotrope des rats SEP5 induit par la séparation maternelle ne correspond au pattern

d’aucun stimulus stressant, et indique ["'immaturité ou le blocage de 1’axe corticotrope.

Tableau 16. Modifications de I’axe corticotrope induites par une séparation maternelle de 24
heures (JPN 5, 14) ou par différents stimuli stressants (adultes). Sources : JPN 5, 14 : nos
résultats ; stress chronique [315-317]; déshydratation [298-301, 306, 318]; jeline [300, 304-
307, 319, 320].

JPNS5: JPN 14: adulte : dés- adulte : adulte : stress
SEP SEP hydratation jeline chronique
VP ARNm NPV - 1 n ond 1
VP EMI = 0 - 1
VP EME = 7 - 1
CRH ARNm NPV = l 1 1 “ ot
CRH ME = 1 = =
ACTH plasm. = T =oul = Toul =
CORT plasm. = 0 T 0 =

On peut donc conclure que la séparation maternelle, qui est pourtant un stimulus
stressant trés fort et complexe, n’est pas capable d’induire une réponse chez les rats agés de 5
jours, traversant la période HRS. La séparation maternelle & cet age ne stimule également pas
la sécrétion de la VP magnocellulaire, qui est pourtant décienchée chez les rats plus dgés par
la déshydratation sans |’intermédiaire de 1’axe corticotrope. La séparation induit cependant
une réponse robuste de 1’axe corticotrope chez les rats 4gés de 14 jours, émergés de la période
HRS. Cette réponse est en bien des points similaire a celle des adultes, mais on observe aussi
des différences.

La question est maintenant de savoir si la réponse de I’axe corticotrope et de la VP
magnocellulaire était bénéfique aux rats 4gés de 14 jours. En effet, la réponse “ stress ” a un
but adaptatif : changer le métabolisme de sorte que I’organisme puisse mieux traverser la
période hostile. Dans le cas de la séparation maternelle, on peut supposer que 1’augmentation
des taux de CORT a permis aux cellules de ne pas manquer d’énergie, I’augmentation des
taux de VP a permis a ["organisme de perdre moins d’eau, etc. Nous allons donc étudier si la
séparation maternelle a laissé des séquelles chez les adultes qui ’ont subie, et si ces effets

sont plus forts chez les rats SEPS, qui n’ont pas bénéficié d’une réponse de 1’axe corticotrope.
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3 Effets persistants de la séparation maternelle

La déshydratation prolongée et les autres atteintes 4 1’intégrité de 1’organisme subies
pendant la séparation maternelle peuvent perturber 'évolution de nombreux systeémes
neuronaux, dont 1’axe corticotrope (voir Introduction). Les éléments de 1’axe corticotrope
sont déja mis en place a ’age de 5 jours, mais comme nous l’avons vu, I’identification de ce
systeme ne signifie pas une maturité fonctionnelle. La séparation maternelle survient a un age
ou la plasticité de 1’axe corticotrope est encore importante, et peut ainsi induire de
nombreuses modifications persistantes. C’est pourquoi nous avons dans un premier temps
évalué les changements persistants de ’axe corticotrope des rats adultes ayant subi une
séparation maternelle. Les éléments de 1’axe corticotrope jouent un réle important dans la
régulation de la prise alimentaire (voir Introduction), ainsi nous avons étudié dans un
deuxiéme temps l’effet des modifications de l’axe corticotrope sur le comportement

alimentaire.

Nos résultats indiquent que la séparation maternelle a des effets faibles sur ’activité
basale de I’axe corticotrope, quel que soit ’age ot elle est subie. L’expression de ’ARNm de
la CRH est augmentée chez les rats SEP14 nourris au régime dissocié, mais il n’y a aucun
changement quant a ’expression basale de I’ARNm de la CRH et de la VP dans le NPV des
rats SEP nourris au régime standard ou au régime cafétéria. Le taux plasmatique basal de
CORT est diminué dans les échantillons des rats SEP14 prélevés juste avant le début de la
contention, mais les taux d’ACTH et de CORT mesurés dans les échantillons obtenus au
sacrifice des rats SEP ne différent pas de ceux des rats NSEP, qu’ils soient nourris au régime
standard, aux macronutriments dissociés ou au régime cafétéria.

L’augmentation de I’expression de ’ARNm de la CRH des animaux SEP14 indigue
qu’ils s’adaptent au stress chronique d’une fagon différente des rats NSEP. En effet,
I’augmentation des poids des surrénales des rats nourris au régime dissocié par rapport aux
rats nourris au régime standard indique que ces premiers sont soumis a un stress chronigue
[311, 312]. Ce stress, probablement faible, est di au régime dissocié, et peut refléter le fait
que les rats ont une aversion envers ce régime de faible palatabilité qui leur est imposé. On
peut par conséquent considérer que I’expression de ' ARNm de la CRH est normale chez les
rats SEP14 4 I’état basal (régime standard), mais est accrue en situation de stress chronique.

Cependant, chez les rats SEP14 nourris au régime dissocié, on observe des taux plasmatiques
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normaux d’ACTH et de CORT par rapport aux NSEP, ce qui implique que I’axe corticotrope
de ces rats (p.ex. la sensibilité de ’hypophyse) a subi une adaptation fonctionnelle permettant
d’éviter les effets néfastes induits par une élévation prolongée des taux plasmatiques de
CORT (immunosuppression, diminution de la fonction reproductive [8]).

La diminution des taux de CORT juste avant le début de la contention chez les rats
SEP14 indique une diminution ou un décalage du pic circadien de cette hormone. En effet, le
prélévement des échantillons basaux de contention a €té réalisé deux heures plus tot dans le
cycle circadien que le sacrifice, ainsi les taux plus hauts obtenus dans les premiers reflétent
encore le pic circadien du CORT. La diminution des taux de CORT des rats SEP14 dans les
échantillons basaux de contention indique par conséquent que ce pic est plus bas, ou qu’il
survient plus tdt que chez les rats NSEP. Un tel décalage du pic circadien a été observé chez
les rats adultes ayant été soumis a un stress prénatal [321]. L’effet de la séparation maternelle
sur le rythme circadien de la CORT n’a pas été étudié, et les seules données dont on dispose
indiquent que les taux diurnes de CORT ne sont pas affectés par ce stress néonatal [5, 216,

221, 224, 228, 229], néanmoins, certaines études ont montré une augmentation [231, 233].

Contrairement a son effet faible sur 1’état basal, la séparation maternelle entraine des
modifications importantes de la réponse hormonale de l’axe corticotrope a un stimulus
stressant. Ces modifications sont différentes selon 1’dge de la séparation, ce qui indique que
leur causes différent.

Chez les rats SEP3, la prolongation de la terminaison de la réponse ACTH et CORT
a la contention suggére une diminution de l'efficacité du rétrocontrdle négatif par des RG
dans le NPV et/ou dans 1'adénohypophyse [322, 323]. En effet, les sites principales du
rétrocontrdle négatif pour des niveaux élevés de CORT induits par le stress se situent dans les
cellules corticotropes de 'hypophyse et dans les neurones du NPV, et fonctionnent par
Iintermédiaire des RG [9]. L’étude des travaux confirme I’hypothése concernant une
perturbation fonctionnelle des RG par la séparation maternelle : il a été démontré que ce
stress subi & 1’4ge de 3 jours enfraine a 1’4ge adulte une diminution de ’expression de
I’ARNm des RG dans le NPV et dans I’adénohypophyse [5, 229, 231] et une diminution de la
liaison aux RG dans le NPV [233]. De plus, le blocage des RG par une injection
intracérébroventriculaire d’antagoniste induit une prolongation de la réponse CORT similaire

a celle observée chez nos rats SEPS [322].
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Notre méthode de mesure de liaison biochimique n’a pas permis d’évaluer les RG
dans les structures plus petites que "hippocampe. C’est pourquoi nous avons utilisé une autre
méthode, le Western Blot, pour quantifier les récepteurs présents dans ’hypophyse et dans
I’hypothalamus. En effet, cette méthode présente plusicurs avantages: elle permet de
travailler sur des échantillons plus petits (hypophyse, hypothalamus) et sur des animaux
intacts, tandis que la méthode de liaison requiert généralement des animaux surrénalectomisés
[289], bien que la surrénalectomie ne soit pas indispensable si 1’échantillon plasmatique est
prélevé tot le matin (S. Maccari, communication personnelle). Malheureusement, en raison de
la variabilité¢ du nombre de bandes migrantes révélées par le Western Blot, nous n’avons pas
pu réaliser une analyse statistique avec ’effectif prévu pour un échantillon plus homogeéne.

La variabilité de la migration des RG mise en évidence par le WB semble étre liée a
I’appartenance familiale plutét qu’au traitement néonatal, au sexe de Yanimal, a la
dégradation de la protéine ou aux conditions expérimentales. Le profil de migration est
déterminé par 1’individu, il est constant quel que soit le tissu examiné et la date de la mesure
{ces expériences ont €t¢ confirmées a deux mois d’intervalle), ce qui exclut les hypothéses de
dégradation et de variation des conditions expérimentales. Le fait que le profil de migration
soit li€¢ a I"appartenance familiale et non pas au traitement néonatal suggére que sa variabilité
est génétique. Une variabilité déterminée génétiquement peut étre due 4 une différence de la
structure primaire de la protéine RG, ou a une différence de la quantité d’enzymes qui sont
capables de modifier le poids moléculaire des protéines, comme les kinases, les
phosphorylases ou les glycosylases. Il est intéressant de savoir qu’une variabilité de migration
n’a pas été montrée chez la souche Wistar dans le laboratoire ol nous avons réalisé ces
experiences, ce qui suggere que cette hétérogénéité génétique est propre 3 la souche Long-
Evans (souche non consanguine).

Il est probable que la vanabilité génétique des RG a augmenté 1a variabilité de nos
résultats concernant 1’axe corticotrope et a ainsi masqué les différences de liaison de
récepteurs. En effet, les différences génétiques entre les récepteurs aux corticostéroides
peuvent fortement influencer leur sensibilité. Pour citer un cas extréme, contrairement aux
rats de la souche consanguine Fischer 344, les RM de la souche consanguine Brown Norway
n’ont pas besoin de la stimulation par fa CORT pour étre activés [324, 325]. Les RM des rats
Brown Norway sont donc actives de fagon constitutive, ce qui semble &tre d{i a la mutation

d’un seul acide aminé [326].
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Chez les rats SEP14, "augmentation du pic d’ACTH aprés une contention indique
une désinhibition de la réponse corticotrope du NPV, qui peut étre due & la diminution de
I’inhibition tonique d’origine hippocampique [327]. En effet, I’hippocampe joue un réle
inhibiteur constitutif de Dactivité corticotrope du NPV, qui passe principalement par
I'intermédiaire des RM [9]. D’autre part, la diminution de 1’inhibition hippocampique du
NPV entraine généralement une augmentation des taux basaux d’ACTH, ce qui n’est pas le
cas chez nos rats SEP14. Afin de vérifier directement cette hypothése, nous avons mesuré la
capacité du binding des RM dans ’hippocampe, qui n’était pas différent chez les rats SEP14.
Malgré ce résultat, il reste possible que Pefficacité de transduction des RM soit diminuée, a
cause des modifications de la disponibilit¢ intracellulaire de la CORT, de la dissociation du
complexe RG-CORT de protéines heat shock, de la phosphorylation du récepteur, de sa
translocation nucléaire ou de sa liaison a I’ADN [328].

L’élévation de 1’amplitude maximale de la répénse ACTH observée chez les rats
SEP14 est vraisemblablement due & l'augmentation de la sécrétion de CRH, et/ou a
I’augmentation de la sensibilit¢ de I’hypophyse & la CRH (revue [329]). La premiére
hypothése est appuyée par le fait que le régime de macronutriments séparés (présumé étre un
stress chronique) augmente ’expression de 'ARNm de la CRH chez les rats SEP14.
Malheureusement, il n’existe pas de données concernant la sécrétion de CRH induit par un
stimulus stressant aigu chez les rats ayant subi une séparation maternelle de 24 heures.
Toutefois, il a été démoniré que des rats adultes issus d un protocole différent de séparation
maternelle ont des niveaux élevés de CRH dans I’EM 4 1”¢état basal et suivant un stress, apres
blocage par la colchicine [264]. Ceci suggére que dans notre protocole, I’augmentation de la
libération de CRH est 4 1’origine de 1’augmentation du pic d’ACTH induit par la contention

des animaux SEP14.

Chez les rats SEPS, la prolongation de la réponse ACTH entraine la prolongation de
la réponse CORT, ce qui suggére que la sensibilité des surrénales & UACTH n’est pas
modifiée par notre protocole de séparation maternelle. Les résultats d’autres auteurs suggérent
cependant une modification de la sensibilité des surrénales ou une relation non-linéaire entre
les taux d’ACTH et les taux de CORT [5, 215, 230]. Notamment, chez les rats prépuberes, les
changements de la réponse ACTH n’entrainent pas de différence de la réponse CORT [5,
234]. Dans une autre étude, une réponse ACTH inchangée entraine une diminution de la

réponse CORT chez les jeunes rats et une augmentation de Ia réponse CORT chez les rats
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adultes ayant subi une séparation [233]. Ces divergences appellent une exploration
approfondie ; en particulier, la sensibilité des surrénales & ’ACTH pourrait étre mesurée

directement par injection de différentes quantités d’ACTH.

L’absence de modification de la réponse ACTH de nos rats SEP & un stress d’éther
indique que I’effet de la séparation maternelle sur la réponse corticotrope peut changer avec le
type du stimulus stressant. Cependant, le manque de données cinétiques de la réponse ACTH
a 1’éther ne nous permet pas d’affirmer que la réponse des rats SEP et NSEP est identique
face 4 ce stimulus stressant systémique. Toutefois, les résultats d’autres études supportent
I'importance du stimulus stressant ; la réponse ACTH a un stress de nouveauté est normale
par rapport aux témoins, mais la réponse ACTH 2 une contention est diminuée chez les rats
adultes ayant été seéparés le JPN 3 [233]. Ces résultats mettent en garde contre les

généralisations concernant les propriétés de 1’axe corticotrope.

La modification du fonctionnement de ’axe corticotrope par la séparation maternelle
peut entrainer des meodifications du comportement alimentaire, puisque certains de ses
¢léments, notamment la CRH et la CORT, jouent un rdle important dans sa régulation.
D’autre part, les modifications du comportement alimentaire peuvent étre également induites
par des effets délétéres de la séparation maternelle (déshydratation, manque d’énergie). C’est
pourquoi nous nous sommes intéressés a la fagon dont la séparation maternelle modifie le
comportement alimentaire adulte. Dans ce contexte, nous nous sommes attendus a ce que le
comportement des adultes SEP14 et SEPS soit modifie, mais pas de la méme fagon. Le fait
que le stress néonatal et une fonction corticotrope anormale jouent un réle important dans la
pathogenése de plusieurs maladies psychiatriques liées a la prise alimentaire donne une

importance pratique a cette question [163, 168, 330, 331].

La diminution de la prise énergétique totale des rats SEPS nourris au régime dissocié
et la diminution de leur consommation de glucides sont Vraisembiablemenf dues 3 la
diminution de la sensibilit¢ des RG dans le NPV, qui est également a l’origine de la
prolongation de la réponse ACTH a la contention. La CORT joue un rdle important dans la
régulation de la prise alimentaire, notamment & des conditions normales, elle stimule
I’ingestion au moment de son pic circadien [10]. L’implantation d’un antagoniste RG dans le

NPV diminue spécifiquement la prise des glucides et la prise alimentaire en général, ce qui
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démontre que ’action de la CORT sur les RG du NPV est nécessaire & une prise de glucides
et a une prise alimentaire totale normales [117]. La diminution de la sensibilité des RG dans
le NPV des rats SEPS crée une situation similaire a I’implantation d’un antagoniste RG, ce
qui méne & la diminution observée de la prise glucidique et de la prise alimentaire totale.

I1 semble que malgré les différences de prise énergétique totale et la prise relative
des trois macronutriments, le rythme nycthéméral de la prise alimentaire n’est pas modifié
chez les rats SEPS nourris au régime dissocié. Ne disposant pas d’appareils permettant un
enregistrement continu, nous ne pouvons confirmer que les rythmes nycthéméraux de prise
des macronutriments sont normaux chez nos rats SEPS. Toutefois, la diminut_ion de la
consommation de glucides des rats SEPS est observable tout le long du cycle nycthéméral, il
est donc probable que le cycle nycthéméral normal n’est pas altéré (pic au début de la période
active [10]). L’augmentation relative de la prise diurne de lipides chez les rats SEP5 est
significative seulement a la fin de la période nocturne et au début de la période diurne, mais
elle est présente de fagon non-significative tout le long du cycle nycthémeéral, ce qui rend
improbable une perturbation du cycle nycthémeéral normal (pic pendant la deuxiéme moitié de
la période active [10]). L’ingestion des protéines est normalement constante durant toute la
période active, ce qui semble inchangé chez nos rats SEP5 [10].

Le fait que la diminution de la prise alimentaire totale des rats SEP5 nourris au
régime dissocié est observée sur ’ensemble de la journée, et pas seulement pendant Ia période
diurne — comme c’est le cas des rats SEP5 nourris au régime standard — indique que les causes
de ces phénomenes ne sont pas exactement les mémes. Cette hypothese est supportée par le
fait que, contrairement aux rats SEPS5 nourris au régime standard, ceux nourris au régime
dissocié n’ont pas un poids corporel plus faible que les NSEP. En raison de la rareté des
travaux comparant directement les mécanismes de la régulation du comportement alimentaire
des rats nourris au régime dissociés avec ceux des rats nourris des croquettes standard, notre
hypothése est difficile a vérifier. Cependant, il est clair que les différences de palatabilité et
de métabolisme induite existent entre les deux régimes. Nos résultats sont supportés par les
¢tudes démontrant que les rats nourris de macronutriments dissociés consomment, par rapport
aux rats nourris au régime standard, une partie plus faible de leur prise journaliére pendant la
phase diurne [332]. De plus, I’exercice diminue la graisse corporelle de fagon plus importante
chez les rats nourris de macronutriments dissociés que chez les rats nourris de croquettes

standard [333].
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La modification observée des effets d’un agent sérotoninergique indique des
changements dans systéme sérotoninergique et/ou dans le systéme CRH-ergique des rats SEP.
L’agent sérotoninergique utilisé, 1a dF inhibe la récapture présynaptique de la sérotonine et
augmente sa libération [334]. L’effet anorexigéne de la sérotonine est dfi au moins en partie
au fait qu’elle stimule la libération de la CRH dans I’hypothalamus, qui est lui-méme
anorexigene [94, 95].

La diminution de I’effet anorexigene de la dF chez les animaux SEP5 dans les deux
heures suivant son injection, et I’augmentation de la réponse anorexique par la suite suggére
que deux mécanismes différents sont mis en jeu. En effet, dans le cerveau des rats, la dF est
rapidement désalkylée en dexnorfenfluramine (dNF) : les niveaux de la ANF dépassent ceux
de la dF a partir de deux heures aprés sont injection périphérique {335]. Ainsi, les deux
premiéres heures suivant ’injection de la dF, P’effet hypophagique est dii majoritairement a la
dF, et par la suite 3 la ANF. Ces molécules modifient la prise alimentaire par différents
mécanismes,

Les caractéristiques pharmacocinétiques de la dF suggérent que la diminution de la
réponse anorexique pendant les deux heures suivant ’injection de la dF chez les animaux
SEPS peut étre atiribuée a la modification de 1’action de la dF. La voie par laquelle la dF
induit une hypophagie est mal connue, en partie en raison de son métabolisme rapide et de sa
demi-vie courte, et ne semble pas impliquer une action agonistique directe sur aucun des
récepteurs 5-HT [336]. Un des mécanismes probables de 1’action anorexique de la dF serait
lié a ses effets sur les systémes catécholaminergiques qui participent aussi dans le stress
[337].

L’amplification de la réponse anorexique des rats SEP dans les quatre heures suivant
les premiéres deux heures apres I’injection est due a 1’accroissement de [’action de la dNF,
probablement en raison de I’augmentation de la sensibilité¢ des récepteurs & sérotonine de
I’hypothalamus. L hypophagie induite par la dNF est due 4 son action sur les récepteurs 5-
HT2C et/ou 5-HT1B situés dans hypothalamus médian [337-339]. L’amplification de la
réponse anorexique des rats SEP dans la période correspondant a ’action de la dNF est, par
conséquent, due 3 I’augmentation de la sensibilité des récepteurs S-HT2C et/ou 5-HT1B dans
I’hypothalamus. Cependant, I’interaction avec la CRH joue un rdle important dans les effets
hypophagiques des agonistes 5-HT2A/2C. En effet, ’injection des agonistes 5-HT2A/2C
induit une augmentation de I'immunoréactivité Fos des neurones exprimant la CRH dans le

NPV [95, 106, 340], qui peut inhiber la prise alimentaire en activant la voie corticotrope et/ou
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en augmentant ’activité du systéme nerveux sympathique [341, 342]. Par conséquent,
I’augmentation de la réaction anorexique a la ANF des rats SEP peut éire également due 4 une
augmentation de la sensibilité des récepteurs 8 CRH hypophysaires. Comme il n’existe pas de
données concernant les récepteurs 5-HT2C ou 5-HT1B dans I"hypothalamus ou les récepteurs
a CRH hypophysaires des rats ayant subi une séparation maternelle, le mécanisme sous-

tendant cette modification du comportement alimentaire reste & confirmer.

L’amplification de la réponse anorexique a la contention chez les rats SEP14 peut
étre due a la désinhibition de la réponse CRH dans le NPV face aux stimuli stressants. L effet
anorexigene de la contention est lié a la CRH, puisque I’hypophagie induite par la contention
peut étre inhibée par I’injection intracérébroventriculaire d’un antagoniste de CRH [132,
343]. L’existence d’une désinhibition de I’augmentation de la sécrétion de CRH du NPV est
supportée par nos données démontrant une augmentation de I’expression de I’ARNm de la
CRI chez les rats SEP14 nourris 4 un régime peu palatable (régime dissocié), ainsi qu’une
amplification de la réponse ACTH a un stimulus de contention.

11 reste toutefois possible que l’augmentation de la réponse anorexique & la
contention chez les rats SEP14 soit en partic due & des modifications du systeme
sérotoninergique, qui sont probables comme nous I’avons vu. En effet, en dehors I’activation
du systétme CRH-ergique, la contention met en jeu des voies sérotoninergiques pour produire
des effets hypophagiques : I'injection de Pantagoniste 5-HT2A/2C ketansérine dans le NPV
atténue I’hypophagic induite par la contention chez le rat [137]. En raison de la connexion
morphologique des voies sérotoninergiques avec les neurones 8 CRH du NPV, il est probable
que les deux systémes sont impliqués dans I’effet hypophagique de la contention [94, 95]. Par
conséquent, ’augmentation de 1’effet anorexigéne de la contention des rats SEP14 peut étre
induite par I’augmentation du nombre/sensibilité des récepteurs 5-HT2A/2C du NPV, ce qui
serait cohérent avec les résultats de I’expérience dF. Cependant, contrairement a la dF, la
contention n’agit pas sur la réponse anorexique des animaux SEPS, ce qui indique que ces
deux stimuli mobilisent des mécanismes différents. L origine de I’augmentation de la réponse
hypophagique 4 [a contention chez les rats SEP14, en ’absence de données dans la Httérature,
reste a Etre précisce.

L’absence d’un effet anorexigéne chez nos rats témoins, contraire aux observations
d’autres auteurs, est probablement due aux différences concernant la réponse aux stimuli

stressants entre les souches [132, 133]. En effet, ces auteurs utilisent la souche Sprague-
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Dawley, caractérisée par une réponse exagérée de catécholamines & un stimulus stressant par
rapport aux Long-Evans [344], qui peut étre responsable d’une plus grande sensibilité aux
stimuli stressants au niveau comportemental, D’autre part, la prise alimentaire journaliére des
rats Sprague-Dawley est plus de 25% plus importante que celle des rats Long-Evans, et la
difféerence de consommation entre la période diurne et nocturne est plus prononcée chez les
rats Sprague-Dawley (A. Burlet, communication personnelle, voir aussi [345]). Par
conséquent, les rats Sprague-Dawley mangent plus de 35% de plus pendant la période
nocturne que les rats Long-Evans. Ceci peut contribuer au fait que 1’effet anorexigéne est plus
prononcé chez la souche Sprague-Dawley, la contention ayant ¢té subie juste avant

I’extinction des humiéres.

L’augmentation de la réponse a 'effet hyperphagique du régime “ cafétéria ” chez
les SEP5 n’est probablement pas directement reliée & des modifications de leur axe
corticotrope, mais semble plutét due a une augmentation de leur réactivité a la dopamine. Le
régime “ cafétéria” est un modéle expérimental de ’obésité d’origine nutritionnelle trés
répandu [346, 347]. Dans ce modéle, plusieurs types de nourriture humaine, trés palatables et
denses en énergie, sont offerts aux animaux afin d’induire une hyperphagie volontaire, qui
entraine I’apparition de I’obésité [346].

L’augmentation du poids corporel des rats SEPS5 nourris au régime * cafétéria”™
indique que leur réactivité aux qualités hédoniques de la nourriture est augmentée. Bien que,
en raison des contraintes méthodologiques (plusieurs rats dans la méme cage), nous n’ayons
pas pu mesurer directement la prise alimentaire, nous supposons que 1’augmentation de la
prise de poids des rats SEP5 nourris de régime “ cafétéria ” est due a I’augmentation de leur
prise €nergétique. L’augmentation de la prise alimentaire de ces animaux contraste avec la
diminution de leur prise alimentaire des animaux SEP5 nourris au régime standard ou au
régime dissocié. La différence principale entre ces régimes est leur valeur hédonique : le
régime “ cafétéria ” est palatable et varié, le régime standard est relativement palatable mais
pas varié, et le régime dissocié est plus varié mais peu palatable.

L’augmentation de la réactivité des rats SEPS aux qualités hédoniques de Ia
nourriture peut étre liée 3 'augmentation de leur réactivité a4 la dopamine. La réponse
hédonique a la nourriture est contrflée par des systémes dopaminergique et opioide [348,

349]. En effet, une suppression modérée de la fonction dopaminergique réduit la valeur

hédonique des nourritures préférées [348]. 11 a été démontré que les rats ayant subi une
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séparation maternelle le JPN 3 sont plus sensibles a4 Papomorphine, ce qui indique une
augmentation de la réactivité nigrostriatale & la dopamine [231]. Cette augmentation de la
réactivité peut étre liée aux modification de Ia fonction corticotrope, notamment 2 la
diminution de la sensibilité des RG dans le NPV et dans I’hypophyse [231]. La relation entre
I’hyperréactivité dopaminergique et la diminution du rétroconirdle de CORT apparait aussi
chez les rats sélectionnés génétiquement pour une augmentation de la sensibilité a

Papomorphine [350].

L’augmentation de I’anxiété des rats SEP14 est probablement liée a 1’amplification
de la réponse de I’axe corticotrope aux stimuli stressants. La diminution du comportement
locomoteur, "augmentation du nombre de féces ainsi que de la latence avant le début d’un
repas dans D’appareil “open field” observées chez les rats SEP14 indiquent qu’un
environnement stressant induit une anxiété élevée chez ces rats par rapport aux témoins {280,
351]. Il a été démontré que 1’élévation de I’anxiété peut étre lice a "hyperréactivité de 1’axe
corticotrope. Notamment, dans un modéle génétique de rats sélectionnés pour une anxiété
¢levée, on observe une augmentation de la réponse ACTH a un stimulus stressant [352]. Dans
un modéle de stress prénatal, ’augmentation de [’anxiété des rats est hautement corrélée avec
["augmentation de la réponse CORT a un stimulus stressant [193]. Chez les rats ayant subi le
stress prénatal, I’augmentation de 'anxiété est liée 4 I"angmentation des niveaux de la CRH
de I'amygdale [191, 193]. En effet, la CRH de I’amygdale joue un réle important dans
I’expression de I’anxiété [13]. D’autre part, les afférences de 1’amygdale contribuent a
’activation de 1’axe corticotrope en réponse a des stimuli stressants neurogéniques [7].
L’activation de I’amygdale peut ainsi étre le lien entre ’hyperréactivité de "axe corticotrope
et I’élévation de ’anxiété chez les rats ayant subi un stress prénatal et chez nos rats SEP14.

La participation d’autres systémes de neurotransmetteurs que 1’axe corticotrope dans
1’élévation de 1’anxiété chez les rats SEP14 ne peut étre exclue. En effet, I’anxiété est régulée
par plusieurs systémes de neurotransmetteurs, dont le plus connu est celui du GABA,-
benzodiazépine. Le site de benzodiazépines est un site qui module de fagon allostérique le
pentamere GABA, et leurs agonistes diminuent 1’anxiété [353]. D’autres études suggerent
que les systémes s€rotoninergique et cholécystokininergique sont impliqués dans 1’expression
de ’anxiété [353].

Le fait que la littérature scientifique est trés divergente en ce qui concerne 1’anxiété

des rats adultes ayant subi une séparation maternelle nous met en garde contre la

123



Discussion

généralisation de nos résultats, et suggere d’évaluer 1’anxiété des rats SEP par davantage de
tests comportementaux pour tirer des conclusions définitives. Fn effet, dans une étude, aucun
changement d’anxi¢t¢ n’a ¢t¢ observé dans "appareil “ open ficld ” ou dans le test de croix
surélevé chez les rats adultes ayant subi une séparation materneltle de 24 heures le JPN 4, 9 ou
18 [235]. De plus, une séparation maternelle de 24 heures a diminué 1’anxiété chez les rats

1

juvéniles (mesurée dans un “open field” [228]). Les rats issus de protocoles du stress
néonatal consistant en quelques heures de séparation maternelle répétée plusieurs jours de
suite ne se comportent guere de fagon plus homogene : la plupart des auteurs n’ont pas trouvé
d’effet de la séparation sur P’anxiété, d’autres ont démontré une anxiét¢ diminuce dans
“1’open field ” mais non pas dans le test de croix, et d’autres ont trouvé une augmentation de
I’anxiété dans le test de croix (revue [254]). La divergence de ces résultats peut étre due 4
plusieurs facteurs, dont 1’dge au moment du test et le paradigme expérimental utilisé. En effet,
meéme les tests portant le méme nom sont trés hétérogénes : “ I’open field ” peut se pratiquer

dans une aréne circulaire ou carrée, sous un éclairage de luminosité variable qui peut rendre

ce nouvel environnement plus ou moins anxiogéne [354].

L’absence de modification de la réponse ingestive 4 une injection de leptine indique
que les changements de 1’axe corticotrope survenus chez nos rats SEP ne sont pas
suffisamment robustes pour influencer Ia réponse anorexique a ce stimulus. En effet, leur
réponse anorexique & la leptine était similaire a celle des témoins, et comparable a celle
décrite dans la littérature : la prise alimentaire était diminuée pendant deux jours suivant
’injection, puis elle s’est normalisée (p. ex. [355-357]). Le mécanisme le plus important
permettant a la leptine de diminuer la prise alimentaire est 1’inhibition du systéme NPY-
ergique orexigene [ 110, 358, 359]. Toutefois, il semble que la stimulation de la sécrétion de la
CRH peut contribuer aux effets anorexigénes de la leptine (revue [360]), I'injection des
anticorps anti-CRH atténuant 1’effet hypophagique de la leptine [361]. Si, comme les résultats
des expériences avec la dF et la contention I"ont suggéré, la sensibilité des récepteurs 3 CRH
hypophysaires de nos rats SEP14 est augmentée, ces rats devraient réagir de fagon plus
importante a I'injection de la leptine. Tel n’étant pas le cas, notre hypothése concernant
I'augmentation de la sensibilité¢ des récepteurs hypophysaires a8 CRH n’est donc pas
confirmée par cette derni¢ére expérience.

D’autre part, I’absence de modification de la réponse anorexique a la leptine chez les

rats SEP14 peut également étre due au fait que les actions centrales de la leptine sur les
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neurones 4 CRH contrflant la prise alimentaire sont dissociables des actions contrdlant
I’activation de I’axe corticotrope [101]. Ce point de vue est supporté par les études
démontrant que la leptine inhibe 1’activation de 1’axe corticotrope [111], notamment, la
réponse ACTH et CORT 4 la contention [362], et ce malgré son effet stimulant 1’expression
de la CRH dans le NPV [110]. La CRH stimulée par la leptine induirait notamment une

activation du systéme nerveux sympathique [363].

La diminution robuste et persistante de la prise alimentaire diurne chez les rats
adultes SEP nourris de régime standard ne semble pas &tre liée a des modifications
corticotropes identifiées. Cette conclusion se base sur le fait que les modifications
corticotropes identifiées sont tout a fait différentes entre les deux groupes SEP, alors que la
modification de leur comportement alimentaire basal est trés similaire durant toutes les
périodes observées. Le rythme nycthéméral normal de la prise alimentaire se caractérise par
une ingestion intense et un stockage des nutriments pendant la période active, ainsi que par la
diminution de la prise alimentaire pendant la période inactive en raison de la décomposition et
de l'utilisation accrue des stocks nutritionnels de 'organisme [10]. L’apparition de la
diminution uniquement pendant la période diurne chez les rats SEP implique une
amplification du rythme nycthéméral de la prise alimentaire.

Il est intéressant de noter qu’une séparation maternelle de 24 heures diminue
I’expression de I’ARNm du récepteur CRH-R2 dans le NVM, ce qui peut indiquer que la
quantité de CRH qui atteint ce noyau est augmentée [211]. Puisque le NVM et notamment
ses récepteurs CRH-R2 jouent un rdle important dans la régulation de la prise alimentaire
[364], il est possible que la perturbation néonatale du développement de ces récepteurs par la
séparation maternelle soit a D'origine de ’altération du comportement alimentaire & 1’4ge
adulte.

La régulation du poids corporel étant trés complexe, et opérant par des processus
métaboliques aussi bien que par la prise alimentaire, nous ne pouvons pas déterminer si la
diminution de la prise alimentaire est la cause de la diminution du poids corporel, si le
contraire est vrai, ou si ces deux paramétres interagissent. Une diminution du poids corporel
est géncralement observée chez les rats stressés pendant la période périnatale [365-367].
Différentes hypothéses ont été suggérées pour expliquer ce phénoméne, comme le manque de
nourriture, la suppression de "hormone de croissance pendant la séparation, la modification

des interactions entre la mére et les ratons et un changement de 1a sécrétion du lait [212, 271,
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368]. 1l est probable que dans le cas des rats ayant subi une séparation maternelle, plusieurs
facteurs interagissent pour le maintien d’un set-point moins élevé du poids corporel et de la

prise alimentaire.

Ce travail est le premier & montrer que la séparation maternelle a des effets
persistants jusqu’a 1’age adulte sur le comportement alimentaire. La prise alimentaire basale,
les préférences alimentaires, la réponse hédonique et la réponse ingestive 4 plusieurs facteurs
anorexigénes sont modifiées, d’une fagon dépendant de 1’Age de la séparation. Il semble que
la modification du comportement ingestif est en partie due aux changements de P'axe
corticotrope, mais il est évident que la modification d’autres systémes — sérotoninergique,
dopaminergique etc. — entre également en jeu. Les altérations de ces systémes chez les rats
ayant subi une séparation maternelle sont encore peu connues, ¢t davantage d’études sont
encore necessaires pour compléter Dinterprétation des modifications observées du

comportement alimentaire.
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CONCLUSIONS

Le but de ce travail était d’étudier sur un modéle animal les effets d’un stress
néonatal. A 1’4ge néonatal, la maturation du cerveau n’est pas terminée, ce qui le rend
vulnérable aux changements. Par conséquent, comme cela a été montré par de nombreuses
études, les effets de perturbations 4 cet 4ge perdurent jusqu’a 1’age adulte. Chez le rat, ces
perturbations se traduisent par des modifications neuroendocriniennes et comportementales.
Chez I’homme, 1’étude de plusieurs maladies psychiatriques a montré que la vulnérabilité
ces maladies est lie & des traumatismes subis a I’4ge néonatal [13, 173, 331]. Notamment, un
stress précoce sous forme d’abus émotionnel, physique et/ou sexuel pendant 1’enfance

augmente fortement le risque de I’apparition de I’anorexie mentale [166].

Nous avons choisi d’étudier chez les rats les effets de 24 heures de séparation
maternelle néonatale, qui est composée de plusieurs stimuli stressants forts. Il a été décrit que
la séparation maternelle de 24 heures peut avoir des actions sur I’axe corticotrope. Cependant,
les données sont plutdt divergentes quant aux facteurs déterminant si une réponse stress est
déclenchée, et quant aux voies de I’activation de la réponse CORT.

Par conséquent, nous avons étudié dans un premier temps quels sont les effets
immédiats de la séparation maternelle sur I’axe corticotrope des jeunes rats, quelles sont les
voies activées, et si les effets dépendent de 1’4ge ou la séparation est subie.

En ¢tablissant un protocole de deux groupes expérimentaux, dont I’un a été s¢paré de
la meére le JPN S et ’autre le JPN 14, nous avons pu mettre en évidence une absence totale de
réaction corticotrope a la séparation pendant la période HRS (JPN 4-12). Le JPN 5, la
séparation matemnelle n’activait pas la sécrétion de la VP, de la CRH dans le NPV, et par
conséquent, celle de ’ACTH dans I’hypophyse et de la CORT dans les surrénales. Au
contraire, le JPN 14, aprés la fin de la période HRS, la séparation maternelle modifiait 1’axe
corticotrope a tous les niveaux, rappelant I’état de 1’axe corticotrope des adultes soumis a un
stress chronique. La déshydratation a entrainé une augmentation des niveaux de la VP dans le
NPV et probablement dans le NSO, puisque sa quantité¢ était élevée dans I’EMI. La
production de la CRH semble cependant diminuée comme chez les adultes déshydratés ou

soumis a un jeline. C’est par conséquent ’augmentation de la sécrétion de la VP (d’origine
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parvo- et/ou magnocellulaire) qui a entrainé une augmentation des taux plasmatiques

d’ACTH et de CORT.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a des effets persistants chez
I’adulte de la séparation maternelle, au niveau de 1’axe corticotrope et au niveau
comportemental.

Il semblait probable que I'axe corticotrope des rats SEP14 soit modifié par son
activation par la séparation maternelle le JPN 14, notamment en raison de 1’élévation
prolongée des taux plasmatiques de CORT. Nous nous sommes attendus a trouver moins de
changements au niveau de I’axe corticotrope des rats SEP5. Nos résultats ont contredit ces
attentes : une diminution du rétrocontrdle par la CORT est apparue chez les rats adultes SEP5
en situation de stress, alors que trés peu de modifications ont pu étre observées chez les rats
SEP14, Nos résultats nous aménent & considérer que I"occurrence faible de modifications de
I’axe corticotrope chez les rats SEP14 est due au fait que 1’¢élévation des niveaux de CORT et
des niveaux de vasopressine pendant la séparation maternelle permet & leur organisme de
mieux traverser la période hostile. Les rats SEP5, qui ne bénéficient pas d’une telle aide, sont

plus perturbés.

En ce qui concerne le comportement des animaux SEP, nous avons étudié en
particulier le comportement alimentaire, en raison de son intérét pour la recherche clinique et
de 'absence de données bibliographiques. Nous avons montré que la prise alimentaire des
animaux SEP est profondément modifi¢e, et que cette modification dépend de I’age quand la
séparation maternelle est subie. Les rats SEPS avaient une prise alimentaire basale diminuée,
une préférence diminuée pour les glucides, une réponse hédonique accrue, une réponse
anorexique diminuée a la dF et une réponse anorexique augmentée a la dNF. Cependant, les
rats SEP14, ayant également une prise alimentaire basale diminuée et une réponse anorexique
augmentée 4 la dNF, ne montraient pas de changement de préférence pour aucun des trois
macronutriments, ni de diminution de réponse & la dF, mais une réponse accrue au stimulus de
contention. Les rats SEP14 étaient aussi plus anxieux dans un nouvel environnement.

Nos résultats ont montré pour la premi¢re fois que la perturbation de la maturation
néonatale par un environnement hostile modifie de facon persistante le comportement
alimentaire. Ces modifications peuvent étre en partie attribuées & la perturbation de 1’axe

corticotrope, notamment la diminution de la prise des glucides par les rats SEP5 est
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probablement due 4 la diminution de la sensibilit¢ de leurs RG dans le NPV, et
’augmentation de la réponse hypophagique et de 1’anxiété des rats SEP14 face aux stimuli
stressants sont attribuables a une désinhibition de la réponse CRH du NPV. Cependant, les
autres modifications du comportement alimentaire ne peuvent pas étre directement relides aux
changements de 1’axe corticotrope, mais plutét dues aux modifications d’autres systémes,
comme le systéme sérotoninergique (réponse & la dNF) et dopaminergique (rats cafétéria). La
survenue de ces modifications chez les rats SEP14 indique que la séparation maternelle induit
des perturbations robustes de la maturation neuronale qui ne peuvent pas étre contrecarrées

par la réponse corticotrope observée chez les ratons SEP14.

Le modéle de séparation maternelle de 24 heures utilis€ dans notre étude a montré un
avantage comparé au modele de la séparation répétée : il a permis de dissocier les effets de Ia
séparation subie aux ages différents. Un examen plus approfondi des effets neuraux et
endocriniens de la séparation maternelle infligée aux différentes étapes du développement est
nécessaire afin de pouvoir identifier les ¢léments d’un mécanisme complexe sous-tendant les

modifications comportementales.

Nos résultats, qui établissent une connexion entre la séparation maternelle et la
perturbation du comportement alimentaire et de 1’anxiété, supportent I"hypothése que e stress
précoce augmente la vulnérabilité  plusieurs maladies psychiques, comme I’anorexie mentale
et la dépression. Dans ’avenir, la séparation maternelle peut devenir un modele utile des
troubles du comportement alimentaire humain, En identifiant les mécanismes sous-tendant les
changements du comportement alimentaire induits par un stress précoce, des nouvelles voies

de prévention et de guérison peuvent étre ouvertes.
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Le but de ce travail était d’émdier les effets immédiats et persistants d’un stress fi
{séparation maternelle) sur I’axe corticotrope et la prise alimentaire chez le rat. '
Les ratons expérimentaux sont placés 24 heures dans une couveuse, le JPN 5 {rats SEP
JPN 14 (rats SEP14), les ratons témoins ne sont pas séparés de la mére.
La séparation matemnelle n’induit aucune réaction corticotrope le JPN 5, mais elle actlv,
le JPN 14. A Page adulte, une diminution du rétrocontrdle par la corticostérone apparait chez1
SEPS en situation de stress, alors qu’ung augmentation transitoire de Ia reponse ACTH est ob
chez les rats SEP14. -
Nous montrons pour la premiére fois que la perturbation de la maturation néonatale’
fagon persistante le comportement alimentaire, et ce de fagon dépendant de I’4dge ou elle es
deux groupes SEP ont une prise alimentaire basale diminuée et une réponse anorexiq
dexnorfenfluramine augmentée. Les rats SEP3 ont aussi une préférence diminuée pour les
une réponse hédonique accrue et une réponse anorexique diminuée & la dexfenfluramine
SEP14 répondent plus fortement au stimulus de contention.
Nos résultats, qui établissent une connexion entre la séparation maternelle et la perturb
comportement alimentaire et de ’anxiété, supportent "hypothése gque le stress précoce angr
vulnérabilité & plusieurs maladies psychiques, comme Panorexie mentale et la dépressio
’avenir, la séparation maternelle peut devenir un modéle utile des troubles du comp
alimentaire humain.

Neonatal stress and long-term regulation of food intake in the rat :
neuroendocrine, morphelogical and behavioural explorations.

The aim of this work was to study immediate and persistent effects of a neonatal
(maternal deprivation)-on the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis and on the food int
rat.

Experimental rat pups were placed in an incubator either on the 5" or the 14“‘ po ,
(DEP3 or DEP14 treatment); control rats were not separated from the mother.

Maternal depﬂvat}on induced no HPA response on the 5 postnatal day, but it activ
HPA axis on the 14™ postnatal day. In aduits, a diminution of the corticosterone feedback 'ap.p.g:
DEPS rats in a stressful situation, whereas a transitory increase of the ACTH response wis
DEP14 rats. . .

We show for the first time that the perturbation of neonatal maturation mod1ﬁes
feeding behaviour, and this modification depends on the age at which deprwatlon is experienc
DEP groups had a diminished basal food intake and an increased anorexic Tespo;
dexnorfenfluramine. DEP5 rats had also a decreased preference for carbohydrates,’ an
hedonic response, and a decreased anorexic response to dexfenﬂuramme The anorexic 1
DEP14 rats to restraint stress was increased. o

Our results, showing a connection between maternal deprlvanon and disturbec
behaviour as well as anxiety, support the hypothesis accordmg to which early stress
vulnerability to many psychiatric diseases, such as anorexia nervosa and depression. In
maternal deprivation can become a useful model for the research mto human eating dlsorders

Discipline : Neurosciences et comportement

Mots clés : stress néonatal, axe corticotrope, comportement alimentaire, préférences alimen
anxiété, rat
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