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|. Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADP : Adénsine di-phosphate

ALM : Activité locomotrice

AMPA : Amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
AMPc : Adénosine mono-phosphate cyclique

ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé
ARN : Acide ribonucléique

ATP : Adénosine tri-phosphate

AVC : Accident vasculaire cérébral

BHE : Barriere hémato-encéphalique

DA : Dopamine

DBP : Dysplasie bronchopulmonaire

GLN : Glutamine

GLU : Glutamate

HIV : Hémorragie intra-venticulaire

HPLC : Chromatographie liquide haute performance
IMF : Infection materno-foetale

LCR : Liquide céphalo-rachidien

LPV : Leucomacie péri-ventriculaire

LSB : Lésion de la substance blanche

Mg : Magnésium



Nad : Noradrénaline

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NMRI : Naval Medical Research Institute
NO : Monoxyde d'azote

PLT : Potentialisation a long terme

RCIU : Retard de croissance intra-utérin
SA : Semaines d'aménorrhée

SNC : Systeme nerveux central

Trp 53 : Transformation-related protein 53
TST : Tail suspension test

5HT : Sérotonine



II. Introduction

Les principaux risques foetaux liés a la grossesse sont : le déces intra-utérin ou néonatal, une
morbidité néonatale sévére et les déficiences, conséquences a long terme d’événements liés a la
grossesse ou a |I'accouchement.

En 2007, le taux de mortinatalité (expulsion d'un foetus mort apres 22 semaines de grossesse) était
de 9,1 %o et le taux de mortalité néonatale (enfants décédés entre la naissance et leur 28eme jour)
était de 2,1 %o (Niel, 2007). Selon le rapport européen périnatal de santé (Euro-peristat, 2013), la
mortinatalité de la France en 2004 était la plus élevée d’Europe et la mortalité néonatale
atteignait un niveau moyen. En ce qui concerne la prématurité en France, 6,3 % des naissances

vivantes surviennent avant 37 semaines d’age gestationnel.

Les causes de cette mortalité périnatale peuvent étre foetales, comme les malformations, les
maladies congénitales ou les infections materno-foetales. Elles peuvent également étre
maternelles et obstétricales, cette catégorie concerne les hématomes rétroplacentaires, les
placenta praevia, I'hypertension artérielle, I'éclampsie ou encore les complications durant le

travail.

Toutes ces raisons peuvent donc entrainer la mort du foetus, mais également entrainer un

handicap périnatal.

Les données de I'étude épidémiologique francaise EPIPAGE ont montré un lien évident entre la
survenue d’un handicap et I'importance de la prématurité : prés de 40% des grands prématurés
présentent des séquelles (motrices, sensorielles ou cognitives), sévéres dans 5% des cas. En cas
d’extréme prématurité (moins de 25 semaines d’aménorrhée), le pronostic est tres réservé avec
un déces sur deux et un handicap (modéré a sévere) chez la moitié des survivants (Ancel et

Goffinet, 2015).

Le retard de croissance pré et post-natal et en particulier le RCIU (retard de croissance intra-
utérin), associé a un poids de naissance faible, est une des premiéres causes de mortalité
néonatale. Il est également I'une des principales causes de handicaps intellectuels, moteurs,
pulmonaires et métaboliques chez les nouveau-nés. Les études sur I'évolution spontanée de la
croissance des enfants nés avec un RCIU rapportent que 10 a 35% d'entre eux gardent un retard

de croissance, a I'age de 2-4 ans (PremUp fondation, 2013).



La gémellité est aussi un facteur de handicap, les jumeaux et en particulier les jumeaux
monochoriaux peuvent présenter des lésions cérébrales clastiques acquises in utero ou en période
post-natale. Le risque est important surtout lorsqu’il existe un syndrome transfuseur-transfusé
(déséquilibre sanguin entre les circulations sanguines des jumeaux). Indépendamment des
facteurs de prématurité et d’hypotrophie qui sont souvent associés a la gémellité, il semblerait

gue les jumeaux aient également un risque augmenté de malformations.

1. Le handicap périnatal

1.1. Généralités
Il'y a plusieurs types de handicaps :
-déficience sensorielle : déficiences auditives et visuelles bilatérales (surdité et cécité)

-déficience intellectuelle : définie par le quotient intellectuel inférieur a 70 (retard mental modéré)

ou inférieur a 50 (retard mental sévere ou profond).
-troubles psychiatriques : autisme et autres troubles envahissant du développement.

-polyhandicap : il associe une déficience motrice a une déficience mentale sévere ou profonde,
entrainant une restriction extréme de I'autonomie et des possibilités de perception, d’expression

et de relation.

Deux causes importantes du handicap sont la prématurité, sévere ou modérée, et la souffrance
foetale. Des progres ont été réalisés depuis plusieurs années pour prévenir les principaux risques
associés a ces deux causes. Aussi de plus en plus de grands prématurés naissent chaque année en
France et leur survie s’améliore. Mais le nombre d’enfants a risque de développer des déficiences

ou des handicaps augmente également (Inserm, 2004).

Pour son étude EPIPAGE, l|'équipe Inserm EPOPé (Equipe de recherche en épidémiologie
obstétricale, périnatale et pédiatrique) a ainsi constitué des cohortes d'enfants dans des régions
différentes nés a différents stades de prématurité. Par rapport a la premiere étude EPIPAGE
réalisée en 1997, la proportion des enfants ayant survécu sans morbidité séveére a augmenté
de 14% pour les prématurés nés a 6 ou 7 mois et de 6% pour les enfants nés a 8 mois (Delorme P.,

2016).

Un enfant prématuré présente une immaturité de I'appareil pulmonaire qui peut étre source

d'hypoxo-ischémie et de lésions conséquentes du SNC; il présente une immaturité cérébrale
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notamment de la substance blanche qui devient plus sensible aux phénomeénes toxiques
(hypoxoischémie, drogues...) d'autant que la BHE (barriere hémato-encéphalique) est plus
perméable et que les vaisseaux sous épendymaires sont plus sensible a I'hémorragie. Enfin,
I'enfant prématuré présente une vulnérabilité plus grande aux infections du fait de I'immaturité de
son systéme immunitaire et de la nécessité d'étre intubé a la naissance. La prématurité est donc
un facteur qui favorise l'apparition d'évenements délétéres (hypoxie, hémorragie, infection) en
période néonatale et en aggrave les conséquences en termes de lésions et de déficiences acquises

chez I'enfant a moyen terme et chez I'adulte a plus long terme.

En effet, le handicap périnatal est souvent associé a I'apparition de Iésions cérébrales détectées a

I'imagerie mais peut aussi survenir sans diagnostique de Iésion périnatale.
Il existe ainsi 3 grandes catégories de |ésions cérébrales :

- la maladie de la substance blanche périventriculaire (LPV) qui comprend des Iésions cérébrales

profondes péri-ventriculaires.
- les hémorragies non parenchymateuses, comprenant les hémorragies sous-épendymaires

- les autres lésions cérébrales résultant d'infarctus cérébraux.

1.2. Lésions de |la substance blanche

Ce sont les lésions de la substance blanche (LSB) qui constituent la principale atteinte a I'origine de
séquelles chez les prématurés, elles peuvent étre identifiées en imagerie par échographie
transfontanellaire ou par résonnance magnétique. La substance blanche périventriculaire est
directement liée au degré de maturité du cerveau a la naissance, elle est vulnérable entre 28 et 34
semaines de gestation. La maladie de la substance blanche est la lésion la plus associée aux

paralysies cérébrales.

La substance blanche du cerveau forme une grande partie des hémisphéres cérébraux, elle est
constituée de millions d'axones, les fibres nerveuses qui connectent les neurones en réseaux
fonctionnels dans les différentes régions du cerveau. Sa couleur blanche vient de la myéline,
I'isolant électrique qui entoure les axones. La myéline est essentielle a la transmission rapide des
signaux électriques. Ce sont les oligodendrocytes, des cellules gliales qui enveloppent les axones
de 10 a 150 couches de membranes pour former la gaine de myéline. Si la myéline est
endommagée, cela peut altérer les fonctions sensorielles, motrices et cognitives en affectant la

conduction nerveuse. La substance blanche du corps calleux est située immédiatement sous le
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cortex cérébral, composé de substance grise. En général, les LSB sont causées par une carence en

oxygene dans cette partie du cerveau.

La leucomalacie périventriculaire (LPV) est une maladie acquise de la substance blanche avec
présence de lésions nécrotiques voire de kystes focalisés mais peut présenter parfois une forme
plus diffuse avec gliose ; elle est parfois associée a une atteinte des noyaux gris centraux voire de
la substance grise corticale, c'est une encéphalopathie. Les complications dues a la LPV sont
observées chez le grand prématuré (né avant 33 SA), la substance blanche a ce stade de
développement est alors immature. La LPV est plus rare chez le nouveau-né a terme. L'infirmité
motrice cérébrale est la principale séquelle associée aux LPV (Marret, 2003).

Le handicap périnatal n'est pas toujours corrélé a I'étendue des Iésions, selon la localisation de la
Iésion, le dommage est plus ou moins grave. C'est pourquoi, des Iésions peu étendues au mauvais
endroit peuvent conduire 3 des effets graves et durables. A I'opposé, certains enfants peuvent se
remettre de lésions plus étendues. Les fonctions du cerveau, tout particulierement dans le cas des
nouveau-nés, sont flexibles. Si un certain chemin neural est endommagé, la plasticité cérébrale
permet parfois un nouveau trajet pour acheminer I'information et les commandes d’une région du
cerveau a l'autre.

Alors que les Iésions de la substance blanche apparaissent sur les examens d’imagerie, les effets
cliniques de ces lésions peuvent dans certains cas, prendre jusqu’a un an avant d’apparaitre voire
ne se manifester qu'a I'age scolaire. Par contre plus le dommage est grave, plus il est probable que
les dommages apparaitront tot.

De méme, un handicap peut apparaitre chez un enfant alors méme qu'aucune Iésion n'est visible,
des lésions diffuses pourraient en étre responsables.

A P5 chez la souris, age équivalent au stade de développement du cerveau d'un prématuré humain
(Semple, 2013), la mise en place des cellules gliales et des synapses est en pleine genése et ce
n'est que le début de la myélinisation, d'ou les lésions de la substance blanche qui peuvent

apparaitre a ce terme et au-dela (figure n°1).
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Figure n°1 : Périodes des processus neurodéveloppementaux principaux chez 'Homme, pendant la
gestation et jusqu'a 20 ans , avec les changements associés dans les volumes de la substance

blanche et grise (Semple, 2013).

C'est aussi le terme auquel se forme le systeme immunitaire et que maturent des
oligodendrocytes (Semple, 2013). Il existe d'autres lésions liées au handicap, résultant

d'hémorragies intracérébrales, qui seront développées dans le chapitre suivant.

1.3. Causes de |lésions cérébrales

Comme nous |'avons vu dans l'introduction, certains enfants, prématurés, né avec un faible poids
de naissance ou jumeaux sont plus a risque que d'autres de développer des lésions cérébrales et
donc un handicap périnatal. En effet, ils sont généralement plus fragiles, plus immatures et
présentent plus de risques d'apparition d'évenements responsables de lésions cérébrales

hypoxo-ischémie, hémorragie, infection... Nous développerons également dans ce chapitre, le

probleme de la prématurité.

1.3.1. HEMORRAGIES

Les hémorragies intraventriculaires (HIV) sont des saignements qui atteignent les ventricules du
cerveau. Une des caractéristiques du cerveau immature est la fragilité des vaisseaux sanguins
proches des ventricules contenant le liquide céphalorachidien (LCR), et en particulier dans la
matrice germinale, située dans une zone cérébrale adjacente au plancher des ventricules. Cette

partie du cerveau est active pendant le développement feetal et disparait aux environs de la 35e



semaine de gestation. Ses vaisseaux sanguins sont minces et vulnérables aux variations de flux
sanguin, a l'origine de rupture ou de saignement. Plus I'enfant est jeune et petit, plus les risques
gu’un vaisseau sanguin se rompe pendant les premiers jours de la vie sont élevés. Le sang se

répand alors dans un ou des ventricules au cerveau.

Si I'HIV est de stade 1 ou 2 (tableau n°1), il y a peu de chances qu'apparaissent des séquelles a long
terme car le sang est contenu dans les ventricules, il n'y aura donc pas de pression exercée par le
liquide additionnel. Si I'HIV est de stade 3, le saignement entraine une obstruction. Cela aura
comme conséquence une accumulation du LCR dans les ventricules et donc une hydrocéphalie,
voire une pression excessive intracranienne, nécessitant une intervention chirurgicale. L'HIV
entraine des lésions des parois des ventricules, la compression des vaisseaux cérébraux entrainant
une ischémie des tissus cérébraux adjacents aux ventricules, ces |ésions sont irréversibles. Les
zones du cerveau les plus affectées sont celles des fonctions motrices adjacentes aux ventricules,
on y associe souvent des troubles de la vue ou de l'ouie. L'étendue des lésions dépend de
I'importance du saignement, les HIV graves peuvent entrainer une incapacité neurologique ou la
paralysie cérébrale (hémiplégie, diplégie...). La plupart des enfants ayant subi des HIV plus légéres

se développent normalement ou avec des problemes d'apprentissage.

Etant donné la fragilité des vaisseaux sanguins des prématurés, les HIV peuvent se produire
simplement a la suite des variations de tension artérielle et de flux sanguin qui se produisent a la

naissance ou en cas de complications respiratoires (Whyte, 2009).

Classification Nom médical Description
Stade | Hémorragie de la matrice Les saignements sont limités a la matrice germinale et le sang
germinale ou sous- n’a pas pénétré les ventricules.

épendymaire

Stade Il Hémorragie ventriculaire Du sang est présent dans les ventricules, mais pas
suffisamment pour les distendre.

Stade Il Ventriculomégalie Suffisamment de sang a pénétré les ventricules causant leur
dilatation.

Stade IV Hémorragie dans le Les saignements dans les ventricules ont entrainé une baisse

parenchyme cérébral du flux sanguin diminué aux autres parties du cerveau, causant

un dommage ischémique avec des saignements subséquents.

Tableau n°1 : Différents stades de I'HIV (Whyte, 2009).



Le saignement de I'HIV se produit habituellement dans les 48 heures suivant la naissance, et il est

tres rare qu’elle se reproduise a une date ultérieure.
1.3.2. HYPOXO-ISCHEMIE

Des évenements hypoxo-ischémiques chez I'enfant peuvent trouver leur origine lors de la période
anténatale : la mére subit, par exemple, des hémorragies réduisant les apports en oxygene au
foetus, ou bien des dysfonctionnements placentaires alterent les échanges entre les circulations
maternelle et foetale conduisant a une hypoxie du feetus. Elle peut également survenir lors de
I'accouchement, en cas d'asphyxie ou de souffrance fcetale, en période périnatale, ou encore en

période postnatale, pour cause de prématurité ou de dysplasie pulmonaire par exemple.

L’encéphalopathie anoxo-ischémique de I'enfant né a terme, secondaire a une asphyxie périnatale
est assez fréquente, elle survient chez 2 nouveau-nés pour 1000 naissances vivantes. Elle est
responsable d’'une mortalité élevée a I'échelle mondiale, estimée a 23 % des 4 millions de déces
néonataux annuels. Elle est également source de séquelles neuro-développementales (20 % des

cas d’infirmité motrice cérébrale de I'’enfant né a terme).

L'asphyxie néonatale sévere entraine une carence énergétique cérébrale d’évolution triphasique.
Pendant la phase hypoxique initiale surviennent une nécrose neuronale, une acidose lactique
cérébrale (secondaire a I'arrét du métabolisme oxydatif) et une altération du transport ionique
membranaire pouvant conduire a une irritabilité neurologique, des trémulations, une
prédominance du tonus sympathique avec tachycardie, des secrétions abondantes et une
mydriase. La réoxygénation cérébrale obtenue aprés la réanimation permet de rétablir le
métabolisme énergétique oxydatif (reperfusion). Une troisieme phase de déficit énergétique
retardé survient 6 a 24 h apres la naissance et est caractérisée par une dysfonction mitochondriale
avec baisse importante des phosphates cérébraux a haute énergie (ATP, phosphocréatine),
pouvant conduire a un état comateux, une dysrégulation du centre de la respiration, rarement des
convulsions, une perte des réflexes archaiques (mouvements automatiques involontaires en
réponse a des stimuli chez le nouveau-né). Cette carence énergétique est associée a une
augmentation des neurotransmetteurs neuro-excitateurs (glutamate), une augmentation des
radicaux libres dérivés de I'oxygene et du monoxyde d’azote (NO) et une augmentation de
médiateurs de l'inflammation. Tous ces facteurs entrainent une apoptose et une nécrose
neuronale et gliale. Nous développerons les mécanismes de ces phénomeénes excitotoxiques dans

le chapitre dédié aux transmissions glutamatergiques. Chez les nouveau-nés, la sévérité de cette
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troisieme phase est corrélée a la survie et au devenir neuro-développemental a 1 an et a 4 ans

(Fayol, 2012).

Le neuropathologiste Harvey Sarnat a décrit 3 stades d'atteinte cérébrale, I, Il et lll du plus léger au
plus sévere. Le premier stade est marqué par une irritabilité, une tachycardie, des sécrétions
abondantes et une mydriase, il ne dure généralement que 24h et n'est pas associé a des lésions
cérébrales, il est de bon pronostic. Le stade lll est le plus sévére, il est lié a un état comateux, a des
probléemes de respiration, a une perte des réflexes archaiques... mais on ne décrit pas de
convulsions. Le pronostic est trés défavorable. Le stade Il est le stade le plus problématique, tant
au niveau diagnostique que pronostique. Il s’agit d’'une atteinte modérée, avec une altération
importante de I'état neurologique, plutét hypotone, voire léthargique, une prédominance du
tonus parasympathique avec pupilles plutét en myosis, une bradycardie relative, peu de
sécrétions, et dans la plupart des cas, apparaissent des convulsions. Environ 50% des enfants au
stade Il auront une séquelle neurologique a long terme, modérée a majeure de type parésie
cérébrale (troubles de la coordination de la posture et des mouvements), et/ou surdité, et/ou
retard mental sévere, avec ou sans épilepsie, alors que 50% auront une atteinte légere voire
absente. Le score clinique de Thompson (différents tests sont faits sur le nourrisson au niveau de
la posture, de la respiration, des mouvement etc..) peut étre utilisé pour définir le stade de Sarnat

(Sarnat, 1976 ; Thompson et coll., 1997).
1.3.3. INFECTION

Les infections bactériennes néonatales au sens de tableau clinique patent ou authentifié par la

présence d’un agent pathogene dans un milieu normalement stérile peuvent étre de 3 types :
-infections materno-feetales (IMF)

-infections périnatales

-infections post-natales, qui surviennent surtout chez les enfants (prématurés) hospitalisés ;

Les IMF sont relativement rares. Le taux d'incidence est de 0,5% des naissances. Dans la
population des enfants nés prématurément, le taux d’incidence des IMF est plus élevé aussi parce
qgue les IMF sont cause de décision de naissance avant terme, et le potentiel de gravité est élevé

également (rendant compte de 10% de la mortalité néonatale précoce).

Si l'infection survient au cours des deux premiers mois de gestation, elle peut entrainer la mort de

I'embryon ou des malformations congénitales graves. Si elle survient a partir du 3éme mois de
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grossesse chez les feetus, elle peut entrainer une perturbation de la croissance ou des lésions
tissulaires, notamment au niveau du SNC (systeme nerveux central) du feetus. Certains virus
peuvent conduire a des anomalies de développement du SNC comme la rubéole, le
cytomégalovirus ou le parvovirus. Les parasites, comme la toxoplasmose, peuvent entrainer des

séquelles. La propagation se fait alors par la voie sanguine.

La chorioamniotite est une infection qui touche le placenta et le liquide amniotique ; elle constitue
le principal risque de contamination microbienne du foetus et provoque des complications graves
pour I'enfant et la mere. Les signes cliniques, chez I'enfant, associent des signes de choc septique
débutant (fievre, tachycardie, ictére, altération de I'état général...), des signes de détresse
respiratoire ou plus rarement des signes d'atteinte neuro-méningée (tension de la fontanelle

antérieure, troubles de la conscience, du comportement, mouvements anormaux).

Au cours de la période périnatale, les infections bactériennes sont fréquentes (0,2 a 2 % des
naissances) et entrainent de graves handicaps. Pendant |'accouchement, le nouveau-né est
contaminé par la déglutition ou l'inhalation des germes et les manifestations cliniques
apparaissent quelques heures ou quelques jours apres la naissance. Les signes d'alerte sont des
troubles respiratoires ou neurologiques, la fieévre, la tachycardie etc... La contamination se produit
soit par voie haute (hématogene) par I'intermédiaire du cordon et du placenta, soit par voie basse
(ascendante) par le col de I'utérus. Parmi les facteurs de risque on retrouve la prématurité et la
rupture spontanée des membranes avant 37 SA (semaines d'aménorrhée). La chorioamniotite, qui
a pu déclencher le travail prématurément ou qui apparait apres rupture des membranes, peut étre
également une source de contamination lors de I'accouchement. Les risques sont alors multiples :
atteintes neuro-méningées, coma, faillites hémodynamiques (marbrures, cyanose, hypotension

artérielle)...

Les infections postnatales peuvent étre soit a début précoce (survenue dans les 72h suivant la

naissance) ou a début tardif (survenue entre 3 et 28 jours de vie).

Apres la naissance, I'enfant né a terme et surtout le prématuré sont trés vulnérables a l'infection ;
en effet ses anticorps ne sont pas encore opérationnels. A la naissance, le nouveau-né posséde
exclusivement des 1gG provenant de sa mere, elles traversent le placenta pendant la grossesse et
persistent quelques mois. Les autres immunoglobulines sont apportées par le lait maternel.
L'immunité se développe progressivement, surtout grace aux IgA. Le systéme immunitaire n'est

donc pas assez développé pour faire face aux différents pathogénes, le nouveau-né ne peut donc
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pas lutter efficacement contre les infections. Il est donc plus sensibles aux germes de la mére et de

I'entourage que les adultes.

Les signes cliniques d'infection chez le nouveau-né sont la détresse respiratoire, les troubles
digestifs, les troubles neurologiques (convulsions, troubles de la réactivité...), l'ictére, I'hépato-

splénomégalie, I'hypothermie... (Bouderlique, 1990).

L'infection est donc responsable de troubles respiratoires comme |'hypoxie, mais elle peut
également provoquer des réactions inflammatoires déléteres puisqu'elles peuvent favoriser

I'apparition de cascades excitotoxiques.

Plus la grossesse approche de son terme, plus l'infection va provoquer des troubles du

développement cérébral chez I'enfant.
1.3.4. RISQUE TOXIQUE

La consommation d'alcool par la mére pendant la grossesse nuit au développement du cerveau de
I'enfant, et peut induire un retard de croissance ou des atteintes du SNC. Des malformations sont
observées chez l'enfant, surtout quand l'alcoolisation a lieu lors de la premiere partie de Ila
grossesse, lors de la formation des organes. Dans ce cas les dommages sont irréversibles. A long
terme, I'alcool durant la grossesse se traduit chez le nouveau-né par une atteinte cérébrale avec
un possible déficit intellectuel (troubles de la mémorisation, de I'attention, de |'apprentissage,...)
ou par des troubles du comportement qui se développent avec la croissance de I'enfant et son
développement psychomoteur.

Le syndrome d'alcoolisation fcetale est la conséquence la plus grave, il se manifeste par des
anomalies faciales, des malformations, atteintes cérébrales et retard de croissance. Il concerne
1/1000 naissances, c'est la premiére cause de handicap mental non génétique a la naissance

(Jégou et coll., 2012).

De méme, la prise de médicaments doit étre limitée pendant la grossesse. Certains médicaments
sont tératogenes s'ils sont pris au début de la grossesse (ler trimestre) et pourront induire des
malformations chez I'enfant. Nous prenons comme exemple le valproate de sodium (Dépakine*,
Dépakote*, Dépamide*), sujet d'actualité, utilisé comme antiépileptique ou pour traiter les
troubles bipolaires, entrainant de nombreuses malformations foetales (Gotlib et coll.,, 2016).
D'apres L'ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé), les

enfants exposés au valproate in utero présentent un risque élevé de troubles graves du
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développement (30-40% des cas) et/ou de malformations congénitales (environ 10%). La prise
maternelle de valproate pendant la grossesse augmente également notablement le risque
d'autisme infantile ; I'administration de valproate a des meéres gestantes constitue d'ailleurs un
modele animal d'autisme chez le rongeur. D’autres médicaments pourront entrainer une
foetotoxicité s’ils sont pris notamment lors du 3éme trimestre de la grossesse (ex : AINS : Anti-

inflammatoires non-stéroidiens) (Marimbert, 2009).

Le tabac est également un facteur de risque de handicap, il augmente le risque de prématurité, en
particulier du fait d'une rupture prématurée des membranes. La rupture prématurée des
membranes avant un terme de 34 semaines serait ainsi trois fois plus fréquente chez la femme
fumeuse. Ce risque est dose dépendant et il est également lié a I'age de la meére (plus la meére est
agée plus le risque est important). Il est important de signaler que cette majoration du risque
disparait si la femme arréte de fumer avant la conception et diminue nettement si I'arrét du tabac
survient dans le premier trimestre de la grossesse. Par ailleurs, le tabac est connu pour engendrer
un faible poids de naissance chez le nouveau-né, qui constitue un facteur de risque de handicap

(Lamy et coll., 2015).
1.3.5. PREMATURITE
1.3.5.1. DEFINITION

Le terme normal de la grossesse est de 40 a 41 semaines d’aménorrhée (SA) (a partir du ler jour
des derniéres regles), la prématurité est une naissance avant le terme normal, toute naissance
avant 37 semaines d’aménorrhée est prématurée. L'enfant né a moins de 27 semaines de
gestation est appelé prématurissime ou extréme prématuré. Si I'accouchement a lieu aprés moins
de 32 semaines de gestation, I'enfant sera considéré comme grand prématuré ; s'il nait entre 32 et
34 SA, il sera considéré comme modérément prématuré ; enfin s'il nait avant 37 SA et aprés 34 SA

il est dit prématuré (tableau n°2).
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Stade de prematurité | Nombre de semaines Pourcentage de % d'enfants sortis de
d'aménarrheée (SA) survie neonatologe sans
Etre atteint par une
pathologie néonatale
grave (morbxdité

séveére)

Extrémes avant 24 SA 0.7% 0%
prématurés (n=2205)

24 SA 31% 12%

25 SA 59% 30%

26 SA 75% 48%
Grands prematures 27-31 SA 949% 81%
(n=3257)
Modérément 32-34 SA 99% 97%

’ prématurés (n=1234)

Tableau n°2 : Rapport entre le stade de prématurité et le risque associé (Inserm, 2015).

En France, la proportion de naissances avant terme varie entre 6 et 8% selon les études (EPIPAGE
1 et 2), les grands prématurés représentent environ 1,6 % des naissances. Le nombre de
naissances prématurées augmente légérement chaque année. Plusieurs facteurs permettent
d’expliquer cette augmentation, comme |'augmentation de I'age moyen des femmes enceintes,
I’évolution des modes de vie (alimentation, alcool, médicaments...), le recours a la procréation
médicalement assistée (la Fécondation In Vitro), et la fréquence accrue des naissances multiples
(jumeaux, triplés), ainsi que la détection plus efficace des risques entrainant la prise de décision de

déclencher I'accouchement.

Plusieurs autres facteurs de risque sont associés a la prématurité comme le niveau socio-
économique, 'indice de masse corporelle élevé ou les antécédents obstétricaux (Ancel et coll.,

1999).
1.3.5.2. CAUSES DE PREMATURITE
Il existe 2 types de prématurité : la prématurité spontanée et la prématurité induite.

La prématurité spontanée représente 60% des naissances prématurées. La patiente accouche
prématurément sans raison particuliere, on parle de prématurité « non consentie », c’est-a-dire
provoquée par des causes naturelles qui n‘ont pas pu étre évitées. Le risque d’accouchement
prématuré spontané peut étre lié au feetus, a la mére ou au placenta. Le risque lié au foetus
concerne les grossesses multiples (jumeaux, triplés...), les malformations ou encore le retard de
croissance du foetus dans I'utérus. Le risque lié a la mere concerne les infections locales (utérines

ou urinaires) ou générales, les phlébites, le diabéte (élévation anormale du taux de glucose dans le
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sang), I'hypertension artérielle, la béance du col de l'utérus, le niveau social... Les facteurs
immunologiques peuvent aussi étre un risque, comme une incompatibilité de rhésus entre une
mere rhésus moins qui accouche d'un deuxieme enfant rhésus plus. Le risque lié au placenta peut

étre un placenta praevia, un hématome rétroplacentaire, ou encore des anomalies placentaires.
La prématurité induite ou iatrogéne représente 40% des naissances prématurées.

Les médecins décident d’arréter la grossesse en présence de facteurs pouvant engager le
pronostic vital de la mére ou de I'enfant. On parle alors de prématurité « consentie ».
L'accouchement avant terme peut par exemple, étre déclenché avant 37 semaines en cas
d’hypertension artérielle (tension artérielle élevée) de la future maman, de diabéte, d'asthme ou
en cas de de pré-éclampsie (hypertension artérielle gravidique). Le déclenchement artificiel de
I'accouchement est parfois nécessaire, quand le foetus présente des signes de souffrance, un
retard de croissance ou encore des anomalies du rythme cardiaque, ou bien en cas de rupture
prématurée des membranes qui le protégent. L'accouchement est aussi déclenché souvent lors

des grossesses gémellaires.

Les principales causes de prématurité pouvant provoquer volontairement ou non I'accouchement
sont I'hypertension artérielle maternelle, le travail prématuré spontané ou le retard de croissance

intra-utérin.
- L'hypertension artérielle (HTA)

On parle d’hypertension gravidique lorsque la pression artérielle systolique est supérieure ou
égale a 140 mmHg et/ou la pression artérielle diastolique est supérieure ou égale a 90 mmHg. Il
est habituel de distinguer les femmes qui ont une hypertension connue (préexistante a la
grossesse) de celles, plus nombreuses a cet dge, qui développent cette hypertension pour la
premiere fois pendant la grossesse. L'hypertension artérielle représente environ 20% des
accouchements avant 33 semaines. Elle peut se compliquer d’autres pathologies, dont les plus
connues sont la prééclampsie (I’hypertension artérielle est associée a la présence de protéines
dans les urines témoignant d’anomalies rénales), I’éclampsie (une complication rare mais grave de
I’'HTA se manifestant par des convulsions qui témoignent d’une souffrance cérébrale). D'autres
pathologies comme le Hellp syndrom (complication grave de I'hypertension artérielle pendant la
grossesse, se manifestant par des troubles hépatiques, une destruction des globules rouges et des

plaquettes sanguines) ou I'hématome rétro-placentaire (décollement prématuré du placenta
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accompagné d’'un hématome) peuvent survenir suite a une hypertension artérielle. Cest

pourquoi, I'accouchement pourra étre déclenché si le travail n'est pas spontané.

- La rupture prématurée des membranes peut également conduire a la décision de provoquer
I'accouchement. C'est une rupture de la poche des eaux qui se produit avant le terme normal de la
grossesse (37 SA) et avant le début du travail, elle concerne environ 25 a 35% des accouchements
avant 33 SA. Au contraire, il peut arriver qu’un travail prématuré se déclenche spontanément alors
gue les membranes sont intactes, le role des infections est la encore fortement suspecté. Au
moins 15% des femmes accouchant apres un travail prématuré spontané seraient porteuses d’'une
infection utérine. D’autres événements, liés aux conditions de vie difficiles et au stress, sont

également impliqués.

- Le retard de croissance intra-utérin est une autre cause de prématurité possible, il correspond a
un poids de naissance trop petit pour I'age gestationnel. Pour I'identifier, on utilise des courbes de
croissance. Cela permet de repérer les enfants dont la croissance in utero est insuffisante pour le
terme. Le retard de croissance est généralement diagnostiqué ou repéré grace a I'échographie
pendant la grossesse. Le retard de croissance est en partie lié a des anomalies de la vascularisation
entre I'utérus et le placenta par le cordon ombilical. Les échanges entre la mére et le foetus ne
s’effectuant plus dans de bonnes conditions, les apports nutritionnels et en oxygene deviennent
insuffisants. Si la pathologie placentaire est trop sévére et les apports tres insuffisants, les risques
pour le foetus deviennent importants. Un placenta praevia peut étre incriminé : le placenta, mal
positionné en bas de l'utérus, peut se décoller et produire des hémorragies (ou métrorragies).
C’est dans ce contexte que les équipes médicales sont conduites a provoquer I'accouchement

prématuré, le plus souvent par césarienne.

Il est fréquent de voir associés I'hypertension artérielle maternelle et le retard de croissance chez
I'enfant. D’autres causes, comme certaines maladies du foetus (malformations ou maladies
génétiques), ou comme des carences nutritionnelle, peuvent aggraver |'origine d’un retard de

croissance intra-utérin.
1.3.5.3. RISQUES A COURT TERME

La prématurité constitue un facteur de risque complexe car les différents risques en période
prénatale (infection, hypoxie, hémorragie, malformations, RCIU...) sont non seulement des causes
d’accouchement prématuré mais sont aussi a l'origine de lésions cérébrales. En outre la
prématurité, elle-méme, favorise I'apparition d'événements postnataux responsables de |ésions
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cérébrales du fait de I'immaturité cérébrale, respiratoire, immunitaire (détresse respiratoire,
hypoxie, acidose, infection...). La BHE est également fragile et immature a ce terme, d'olu un risque

accru d'hémorragie (figure n°1 et chapitre 1.2.).

Les poumons sont I'un des derniers organes a se développer dans |'utérus. Ainsi, lorsqu’un enfant
nalt prématurément ses poumons ne sont pas complétement développés en particulier ils ne
synthétisent pas de surfactant alvéolaire, ce qui peut entrainer le syndrome de détresse
respiratoire et a court terme des maladies comme la dysplasie bronchopulmonaire (DBP), ou
I'infection par le virus respiratoire syncytial, pouvant entrainer des handicaps plus ou moins graves

qui seront présents toute la vie de I'enfant.

La maladie pulmonaire la plus commune qui touche les enfants prématurés est la dysplasie
bronchopulmonaire. Elle se caractérise par une respiration rapide, un manque de souffle, le
haléetement et une toux pour avoir plus d’oxygéne. Cet état se développe généralement lorsque
les enfants nés avant terme sont mis sous respiration mécanique, c’est-a-dire lorsqu’un
insufflateur aide le nouveau-né a respirer jusqu’a ce que les poumons puissent fonctionner par
eux-mémes. Bien que ce processus soit souvent essentiel a la survie d’un enfant, il peut
endommager les poumons et entrainer une inflammation qui devient une DBP. La DBP peut étre
temporaire méme si, chez certains enfants, les symptémes peuvent persister jusqu’a I’age adulte,

accroissant les risques de bronchopneumopathie chronique obstructive.

Le syndrome de détresse respiratoire est la principale cause de mortalité chez les prématurés. Il se
produit chez les nouveau-nés dont les poumons ne sont pas entierement développés et il est
causé en général par I'absence de surfactant. Celui-ci permet de diminuer la tension interfaciale et
d'éviter le collapsus des alvéoles et des bronchioles respiratoires lors de I'expiration, augmentant
alors la compliance pulmonaire et facilitant le travail respiratoire. Lorsque les nouveau-nés sont
essoufflés, on leur insuffle de I'oxygéne par intubation et ventilation mécanique (oxygénothérapie)
et on leur administre un surfactant de substitution. Le syndrome de détresse respiratoire peut
engendrer un risque plus élevé d’apparition d’une DBP et d’infections pulmonaires graves au cours

des deux premiéres années de la vie.

La réalisation d’une césarienne est un des facteurs de risque de détresse respiratoire de I'enfant

I3

né a terme ou proche du terme et a fortiori chez le prématuré, une détresse respiratoire se
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produit dans 48 naissances pour 1000 naissances avec césarienne contre 5 naissances pour 1000

naissances par voie basse (Lapillonne, 2006).

Le virus respiratoire syncytial est présent chez presque tous les enfants avant I’age de deux ans. En
ce qui concerne la plupart de ceux nés a terme, les symptomes du virus ressemblent a un simple
rhume. lls recoivent des anticorps de leur mére pendant la grossesse qui les aident a combattre
notamment le virus respiratoire syncytial, mais parfois lorsque I'enfant nait avant terme, il ne
recoit pas suffisamment d’anticorps avant la naissance. Le manque d’anticorps, mais aussi
I'immaturité des poumons, font de la prématurité le facteur de risque le plus important d’une
infection par le virus respiratoire syncytial. Parmi les symptomes de cette infection virale on
recense une toux persistante et une respiration sifflante, une température élevée et le manque de

souffle.

D'autres germes peuvent pénétrer dans les voies respiratoires via l'intubation, notamment des
bactéries comme Escherichia coli, le staphylocoque doré ou encore Pseudomonas aeruginosa

(Lucet, 2015).

L'infection montre des signes cliniques tres variables comme de la fievre, des crépitations
pulmonaires, des sécrétions trachéales... La détresse respiratoire peut entrainer également une

hypoxie, un collapsus ou une acidose.

La prématurité peut également engendrer une détresse respiratoire a long terme, les enfants nés
prématurés sont plus susceptibles de développer un asthme allergique, d’avoir un fonctionnement

pulmonaire réduit et plus de problémes d’obstruction des voies respiratoires.

Les difficultés respiratoires doublées du risque infectieux, chez le nouveau-né prématuré, sont
responsables de la survenue d'épisodes d'hypoxie et de réactions inflammatoires, a I'origine de

cascades excitotoxiques et de |ésions cérébrales focales ou diffuses.

1.3.5.4. RISQUES A MOYEN ET LONG TERME

Comme nous l'avons déja dit précédemment, les progres médicaux permettent a un plus grand
nombre de prématurés de survivre, particulierement les grands prématurés, qui survivent
désormais (1,3% de survie en 1997 contre 85% en 2015) (Ancel et Goffinet, 2015). Parce que c’est
une avancée relativement récente, les chercheurs n’ont pas pu évaluer encore I'impact a long

terme sur le cerveau d’une naissance prématurée.
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L'étude EPIPAGE 2 sur I'effet d’'une naissance prématurée sur les enfants en dge de scolarisation a
été effectuée en 2011 par I'Inserm (Ancel et Goffinet, 2015) et en explore les dommages ou
conséquences. A |'age de 5 ans, 40% des prématurés présentent un trouble moteur, un retard
intellectuel ou une déficience sensorielle contre 12% des enfants nés a terme. A I'dage de 8 ans,
18% des grands prématurés ont déja redoublé, contre 5% des enfants nés a terme. Elle a
démontré que les enfants prématurés ont une capacité intellectuelle moindre que les enfants de

leur age, nés a terme.

Le risque de troubles neurologiques est inversement proportionnel a I'dage gestationnel a la
naissance, en particulier chez les nouveau-nés de tres faible poids de naissance. En 1993, Ho et
coll. avaient étudié la prévalence et les profils de handicap du développement neurologique a I'age
de deux ans chez les nouveau-nés hospitalisés dans trois unités néonatales malaisiennes. Sur les
150 nouveau-nés inclus dans cette étude, 82 avaient survécu jusqu'a l'dge de 2 ans; le
développement neurologique de 77 d'entre eux avait été étudié. Au niveau fonctionnel, 24
enfants (31%) présentaient un handicap modéré a sévere (Ho et coll., 1999). Les nouveau-nés de
tres faible poids de naissance a montré présentaient un risque significativement accru d'infirmité

motrice cérébrale et de surdité neurosensorielle.

Dans une autre étude menée en Afrique du Sud et portant sur 2036 enfants, la prévalence de
I'ensemble des handicaps chez les nouveau-nés était de 60 pour 1000 (intervalle de confiance a
95%). Les handicaps les plus fréquents étaient des troubles modérés de la perception ou de
I'apprentissage (17 pour 1000), l'infirmité motrice cérébrale (10 pour 1000) et la perte auditive (10
pour 1000) (Couper, 2002).

Toutes ces conséquences sont dues a la prématurité, mais aussi a la survenue d'événements a
risque évoqués précédemment, et favorisés par la prématurité, c'est a dire les infections, les

troubles respiratoires, les accidents hypoxo-ischémiques, les hémorragies intraventriculaires...

1.4. Agents potentiellement neuroprotecteurs

Le cerveau du foetus en développement est tres sensible aux agressions extérieures, comme nous
I'avons décrit précédemment. Les problémes survenus au cours de la gestation peuvent conduire a

de nombreux soucis de santé chez I'enfant, a des handicaps, a une déficience intellectuelle ou bien
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méme a son décés. C'est pourquoi des agents neuroprotecteurs sont administrés chez la femme

enceinte au cours de la grossesse a risque d’accouchement prématuré ou de prééclampsie.

1.4.1. LES CORTICOIDES, LES AINS, LA CREATINE ET AUTRES MOLECULES TESTEES

Les corticoides sont utilisés en anténatal, notamment en cas de menace d'accouchement
prématuré. lls ont un effet protecteur vis a vis des réactions inflammatoires lors d'hémorragies,
d'ischémie, pouvant entrainer des handicaps a vie au niveau intellectuel, pulmonaire etc... Mais
leur principal effet thérapeutique en néonatalogie, est qu'ils accélerent la maturation pulmonaire
du feetus. L'administration de corticoides avant I'accouchement diviserait par deux les risques de
détresse respiratoire. Des essais avec la bétaméthasone, ou encore la dexaméthasone ont été
concluants (Inserm, 2004). Les effets indésirables a long terme semblent étre rassurants car on
observe peu de conséquences néfastes de croissance ou de développement physique ou mental,

bien que les études soient encore insuffisantes. Le traitement est mis en place entre 24 et 34 SA.

Les AINS, comme l'indométacine ont également été proposés pour réduire les réactions
inflammatoires déléteres chez le nouveau-né ou en tant que tocolytique pour retarder les risques
d'un accouchement prématuré. L'indométacine est aussi utilisée pour provoquer la fermeture du
canal artériel du prématuré. L'indométacine serait associée a un risque plus élevé d'entérocolite
ulcéro-nécrosante et méme de leucomalacie périventriculaire selon une métaanalyse. En
revanche, cet inhibiteur préférentiel de la COX2 pourrait se révéler bénéfique lors de son
utilisation postnatale pour réduire les incidences des hémorragies intracérébrales. Concernant
I'aspirine, cet inhibiteur de la COX1, est utilisé chez les femmes pour prévenir la survenue de
prééclampsie, lors de grossesse a risque, mais son action en tant qu'antiagrégant plaquettaire

pourrait aggraver le risque hémorragique (Marret et coll., 2008).

La caféine, antagoniste de récepteurs a l'adénosine, utilisée, jusqu'ici, dans le traitement des
apnées, pourrait également développer un effet neuroprotecteur en favorisant la libération de
facteurs neurotrophiques. En effet, elle diminue le taux de paralysie cérébrale et de difficultés
intellectuelles a 2 ans mais elle pourrait favoriser certains processus inflammatoires déléteres par

I'induction de COX2 et la synthése de NO (Marret et coll., 2008).
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D'autres molécules ont été testées : |'érythropoiétine est utilisée pour réduire I'anémie du
prématuré mais pourrait exercer des effets toxiques en cas de passage de la BHE; I'oxyde nitrique
inhalé pour ses effets bénéfiques dans la prévention de la dysplasie bronchopulmonaire du grand
prématuré, développe également des propriétés a la fois pro- et anti-oxydantes. Elles n'ont

finalement pas révélé d'effets neuroprotecteurs en clinique.

La créatine est un agent neuroprotecteur potentiel, elle est impliquée dans la production
d'énergie cellulaire, elle convertit I'adénosine diphosphate (ADP) en adénosine triphosphate (ATP).
Une partie de la créatine est apportée par I'alimentation (poisson, viande, produits laitiers), I'autre
est fabriquée par le corps humain. Administrée chez la femme enceinte, elle pourrait protéger le
cerveau en développement du feetus. Aucun essai contrélé et randomisé n'a encore été effectué a

ce jour (Dickinson, 2014).

Certains anesthésiques comme la kétamine sont sujets a des études en cours compte tenu de
leurs propriétés potentiellement neuroprotectrices mais on sait qu'ils induisent aussi une
neurodégénérescence apoptotique dans le cortex de rongeurs au cours du développement

(Marret et coll., 2008).

1.4.2. LE MAGNESIUM

Le sulfate de magnésium est administré avant I'accouchement chez les femmes qui présentent un
risque d'accouchement prématuré, de facon a diminuer les risques de troubles neurologiques chez
I'enfant. L'intervalle de doses optimales du magnésium est tres étroit, les femmes doivent donc
étre bien surveillées pendant le traitement. Une étude (Doyle et coll., 2007) visait a évaluer les
effets du magnésium en tant que neuroprotecteur chez les femmes présentant un risque
d'accouchement prématuré. Les essais portaient sur des nouveau-nés dont les meres présentaient
un risque d'accouchement prématuré d{ a un travail prématuré, une rupture prématurée des
membres, une prééclampsie ou une éclampsie. Dans ces essais, les femmes ont été réparties en
plusieurs groupes qui comparaient I'administration de sulfate de magnésium contre placebo ou
I'absence de traitement. Dans ces essais, l'objectif principal du traitement par sulfate de
magnésium des meres était de protéger les nouveau-nés contre les éventuels effets indésirables

neurologiques associés a la prématurité (Altman et coll., 2002). Dans un autre essai,
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I'administration de sulfate de magnésium visait a prévenir I'éclampsie mais les conséquences

néonatales étaient également étudiées (Doyle et coll., 2009).

Le traitement prénatal par sulfate de magnésium était associé a une réduction du risque
d'infirmité motrice cérébrale chez les nouveau-nés et en particulier lorsque les méres avaient été

recrutées a moins de 34 semaines de grossesse.

Le sulfate de magnésium est sans risque lorsqu'il est administré dans un intervalle de doses étroit
(4 a 50g environ). Un surdosage peut causer de graves complications et notamment une
dépression respiratoire et un arrét cardiague chez la mere. L'administration de sulfate de
magnésium n'entraine pas d'augmentation de la fréquence des complications par rapport au

placebo chez le nouveau-né.

2. Le systeme glutamatergique et le risque d’excitotoxicité

2.1. La transmission glutamatergique - Cycle glutamate/ glutamine

- NAD/P)H H+ -
O o O
0 NH H,0 0 NAD{F}+ O
=0 ~_ * F=NH,+ _/ /TNH
O 0 O
o o 0~
ce- cétoglhutarate o imminium L-glutamate

glutarate

E. Juspond (0]

Figure n°2 : Synthése du glutamate (Jaspard et coll., 2004)

L'acide glutamique, est |'un des 22 acides aminés du corps humain, constituant les protéines, il est
encodé sur les ARN messagers par les codons GAA et GAG, il joue un réle essentiel dans de
nombreux métabolismes. Il est constitué notamment d'un groupement carboxyle, ce qui lui
confére son caractere acide chargé négativement, et d'une partie aminée NH2. Il est produit par
I'organisme humain, mais une partie doit également étre apportée par I'alimentation (sel, poivre,

poisson, légumes, boissons gazeuses, cuisine asiatique...).
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Le glutamate est la forme ionisée de |'acide glutamique, c'est un neurotransmetteur excitateur
important du SNC et le plus répandu. Il est le précurseur principal du GABA (dans les neurones
GABAergiques), dont les effets inhibiteurs s'opposent aux effets excitateurs du glutamate. Le
glutamate est potentiellement dangereux car il peut stimuler de maniéere excessive les neurones et
par conséquent causer leur mort selon le processus d'excitotoxicité s'il est trop concentré et

persiste trop longtemps au niveau extracellulaire.

L'acide glutamique ne passe pas la BHE, pour la franchir il doit étre converti en glutamine. Au
niveau neuronal, le glutamate est produit dans les mitochondries des neurones, par 2 voies
possibles, la transamination de I'a-cétoglutarate (cycle de Krebs), ou bien par une désamination
oxydative de la glutamine par la glutaminase, qui est la voie de synthése majoritaire dans les
neurones. Le stockage du glutamate s'effectue dans les vésicules des neurones glutaminergiques,

lors d'un potentiel d'action, ces vésicules le libérent par exocytose dans la fente synaptique.

PRESYNAPTIC TERMINAL
. Glutamine transporter

ﬂD Glutamate transporter MeAIB

7 T~GLN
2-ketoglutarate
TCA Glutamine
Synthetase
"’ e f GLU
Acom'se FAC MSO

ASTROCYTE POSTSYNAPTIC SPINE

Figure n°3 : Cycle glutamate-glutamine dans le SNC (Bacci et coll., 2002)
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Le glutamate est ensuite capté par les cellules gliales (astrocytes) au niveau post-synaptique et est

alors métabolisé en glutamine par la glutamine synthétase.

La glutamine est ensuite exportée dans le milieu extracellulaire, dans lequel elle sera captée par
les neurones glutaminergiques, elle pourra étre réintégrée dans le cycle de Krebs (TCA cycle)

(figure n°3).

Le controle du taux extracellulaire de glutamate est assuré par ses transporteurs, qui sont
principalement localisés sur la membrane plasmique des cellules gliales. Le processus de transport
est Na-dépendant et donc ATP-dépendant. Des lors un évenement hypoxo-ischémique conduisant
a un déficit énergétique pourra rendre inefficient le transporteur, voire méme inverser le
processus de transport et accroitre de maniere excessive le taux extracellulaire de I'acide aminé

excitateur (Bak et coll., 2006).

2.2. Les récepteurs glutamatergiques

La découverte d'agonistes soit naturels comme |'acide kainique, soit de synthése comme I'"AMPA
(amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) a permis de distinguer différentes familles de
récepteurs du glutamate, elles sont classées en fonction de leurs modalités de transduction,

ionotropiques ou métabotropiques, et de leurs caractéristiques pharmacologiques.

2.2.1. RECEPTEURS METABOTROPIQUES

Les récepteurs métabotropiques du glutamate se présentent sous la forme d'homodimeéres reliés

par des ponts disulfures.

Ces récepteurs mgluR sont localisés sur les neurones du systéme nerveux central et sur les cellules

gliales, ils sont couplés a des systémes messagers via des protéines G.

Il existe 8 sous-types de mgluR, ils sont classés en 3 groupes en fonction de la similarité de
séquence d'acides aminés et de la pharmacologie. Le groupe | comprend mgluR1 et mgluR5, ils
stimulent le métabolisme du phosphoinositide di-phosphate et la mobilisation du calcium
intracellulaire. Les récepteurs situés au niveau post-synaptique sont des récepteurs stimulants, ils

augmentent la conductance, favorisant la potentialisation a long terme.

Le groupe Il comprend mgluR2 et mgluR3, et le groupe Il mgluR4, mgluR6, mgluR7 et mgluR8. Les
récepteurs de ces deux groupes sont tous couplés négativement a |'adénylcyclase et sont

principalement localisés au niveau présynaptique, ils empéchent la formation d'AMPc (adénosine
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monophosphate cyclique). lls sont impliqués dans l'inhibition pré-synaptique et réduisent la

libération du neurotransmetteur.

Les mgluR1 sont abondants dans I'hippocampe et le thalamus. Les mgluR5 sont localisés surtout

dans le cortex, le striatum ventral mais aussi dans I'hippocampe, I'amygdale et le thalamus.

Le récepteur mgluR6 lui aussi présent au niveau postsynaptique, produit une dépolarisation lente,

il est surtout présent au niveau de la rétine.

Les récepteurs mgluR2, 3, 4, 7, et 8 provoquent une diminution de libération du glutamate et donc

probablement du risque d'excitotoxicité (Peters et coll., 2015).
2.2.2. RECEPTEURS IONOTROPES

Les récepteurs-canaux du glutamate sont responsables de la transmission synaptique excitatrice
rapide dans le cerveau. Les différentes familles d'iGIuR (récepteurs AMPA, kainate et NMDA) ont
une organisation moléculaire similaire, divers domaines d’origine bactérienne ayant été assemblés
au cours de I"évolution pour fagonner une architecture commune. Ils sont constitués de 4 sous-

unités (tétrameres).

Ces récepteurs sont tous capables de lier le glutamate, ils entrainent une dépolarisation par
ouverture des canaux perméables aux cations (Na+, K+) mais leur affinité pour le glutamate et des
ligands de synthése, leur durée d'ouverture et leur perméabilité pour le calcium permet de les

différencier.

2.2.2.1. RECEPTEURS AU KAINATE

Les récepteurs kainate sont des récepteurs ionotropes qui réagissent aussi bien au glutamate, qui
est leur ligand physiologique, qu'au kainate qui est une toxine isolée de I'algue rouge Digenea
simplex. Le canal ionique que forment les différentes sous-unités est perméable aux ions sodium

et potassium.

L'effet excitateur de cette substance sur les neurones a été révélé dans les années 1970 (Bennett,
2000). En 1985, on montre que l'injection d'acide kainique chez I'animal provoque une activité
épileptique dans la région CA3 de |'hippocampe accompagnée de pertes cellulaires avec
propagation de l'activité épileptique dans les régions limbiques (Ben-Ari et Cossart, 2000).

L'injection d'acide kainique est alors devenue un modele d'étude de I'épilepsie du lobe temporal.
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Les sous-unités des récepteurs kainate ont une topologie membranaire homologue a celles des

récepteurs AMPA et NMDA (Bennett et Dingledine, 1995).

Les récepteurs kainate fonctionnels peuvent étre exprimés en homodimeres, avec les sous-unités
GluK1, GluK2 ou GIuk3. Deux sous-unités supplémentaires GluK4 et GIluK5 exprimées
individuellement, forment des sites de liaison de haute affinité pour le kainate. Ces sous-unités
peuvent également former des hétéromeres combinées avec GluKl, GluK2 ou GIluk3. Les
récepteurs kainate peuvent également présenter des fonctions métabotropiques. Une différence
importante entre les récepteurs AMPA et kainate est que ces derniers ont besoin du sodium et du
chlore extracellulaire pour leur activation. En comparaison des récepteurs AMPA et NMDA du
glutamate, qui sont plus souvent étudiés, ils ont une distribution quelque peu plus limitée dans le
systéme nerveux central, et leur fonction est mal définie. On observe une localisation surtout

présynaptique.
Des variants d'épissage existent pour les sous-unités GluK1, GluK2 ou GluK3 (Peters et coll., 2015).
2.2.2.2. RECEPTEURS AMPA

Les récepteurs AMPA (acide 2-amino-3-(5-méthyl-3-ox0-2,3-dihydro-1,2-oxazol-4-yl) propionique)
sont des récepteurs ionotropes activés par le glutamate, et par un substrat spécifique AMPA qui
leur a donné son nom. On les rencontre principalement au niveau postsynaptique des synapses
glutamatergiques, les plus abondantes du systeme nerveux central. Ces récepteurs sont

perméables aux ions sodium et parfois aux ions calcium.

Les récepteurs AMPA sont assemblés en homomeéres, ou en hétéromeres, il y a 4 sous-unités :
GluAl, GluA2, GIuA3 et GluA4. Les sous-unités GIUAl a GluA4 peuvent exister sous forme de 2

variantes générées par épissage alternatif (Peters et coll., 2015).

Tous les ARNm codant pour les sous-unités des récepteurs AMPA sont épissés dans la région
codant pour la boucle extracellulaire. Seules les sous-unités GIUA2 et GluA4 sont modifiées par
épissage alternatif dans leur domaine C-terminal générant des formes courtes et longues. La
majorité des récepteurs AMPA sont composés d'une combinaison de la sous-unité GluA2 avec une
sous-unité GluAl ou GluA3, la sous-unité GluA4 est exprimée dans des populations cellulaires
spécifiques. Les différents domaines C-terminaux générés par I'épissage alternatif sont autant de
signaux peptidiques qui permettent I'interaction avec des protéines partenaires ou la
phosphorylation des récepteurs (Song et Huganir, 2002). Au total un récepteur AMPA fixe 4

molécules de glutamate.
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Une fois activés, ils vont déclencher I'ouverture d'un canal perméable au potassium et au sodium.
Ainsi, le potassium sortira de la cellule alors que le sodium y entrera. Dans les organismes
immatures, il y a de plus une entrée de calcium, cela dépendant de la structure de I'AMPA. Ainsi,
I'entrée du sodium, aprés stimulation du récepteur, permettra la dépolarisation de la membrane
du neurone cible du glutamate. Les récepteurs de type AMPA sont ainsi les acteurs majeurs de la

transmission synaptique rapide.

Le nombre de récepteurs de type AMPA présents dans la densité post-synaptique détermine en
partie le poids de la transmission synaptique. L'insertion de récepteurs de type AMPA dans la
membrane post-synaptique est un des mécanismes de la potentialisation a long terme. Les
récepteurs du glutamate de type AMPA ne sont pas seulement post-synaptiques, ces récepteurs
pourraient réguler la libération de neurotransmetteur sur les terminaisons GABAergiques

(Bureau et Mulle, 1998).
2.2.2.3. RECEPTEURS NMDA

Les récepteurs NMDA, dont le nom provient de I'agoniste type spécifique, le N-méthyl-D-aspartate
sont des récepteurs ionotropes activés par le glutamate et la glycine. Ils sont perméables aux
cations monovalents (sodium, potassium) et au calcium. Ils sont bloqués par I'ion magnésium, qui

occupe I'entrée du pore (figure n°4).
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Les récepteurs NMDA sont composés d'hétérodiméres avec les sous-unités GIuN1, GIuN2A,
GluN2B, GIuN2C, GIuN2D, GIuN3A et GIUN3B. L'épissage alternatif peut générer huit isoformes de
GluN1 avec différentes propriétés pharmacologiques, différents variants d'épissage de GIuN2B, 2C,
2D et GIuN3A ont également été rapportés. L'activation des récepteurs NMDA contenant des
sous-unités GIuN2 et GIuN1 nécessite la liaison de deux agonistes, le glutamate et la glycine.
L'exigence minimale pour une expression fonctionnelle efficace des récepteurs NMDA in vitro est
un assemblement d'hétérodimeres de la sous-unités GIuN1 et au moins une variante de la sous-
unité GluN2, sous forme de dimere. D'autres assemblages d'hétérotrimeres complexes peuvent
avoir lieu, avec des sous-types des sous-unités GIuN2 et GIuN3 par exemple, dans le cervelet ou le

prosencéphale (Peters et coll, 2015).

Le schéma d'expression des sous-unités GIuN2 dépend a la fois du stade de développement et de
la région du SNC concernée, seules les sous-unités GIuN2D et GIuN2B sont exprimées dans le
cerveau embryonnaire. GIUN2A y est minoritaire mais pas absente. La sous-unité GIuN2C
n'apparait que 7 jours apres la naissance. On peut retrouver dans de nombreuses régions
cérébrales 2 types de sous-unités GIUN2 exprimées. La sous-unité GIuN3B joue un role important
de régulation inhibitrice dans les fonctions des récepteurs NMDA, les sous-unités GIuN3 ne sont

présentes qu'au sein des récepteurs trihétéromériques GIuN1/GIluN2/GIuN3.

Principalement post-synaptiques, les récepteurs ont aussi été détectés sur des sites extra-
synaptiques, d’ou ils peuvent étre recrutés pour exercer des rbles distincts des récepteurs
synaptiques (Tovar et Westbrook, 2002). La diffusion latérale des récepteurs dépend a la fois de la
nature de la sous-unité GIuN2 présente et de I'état de phosphorylation du récepteur. La
composition en sous-unités varie d'un site a l'autre (la sous-unité GIuN2B par exemple est
particuliere abondante aux sites extracellulaires), sans pour autant respecter une répartition
simple des sous-unités en fonction de la région subcellulaire. Les récepteurs NMDA sont présents
non seulement dans les neurones mais aussi dans les cellules gliales, notamment dans les
oligodendrocytes, ou leur composition est enrichie en GIuN2C et GIuN3A. Comme nous |'avons
évoqué précédemment, les récepteurs GIuN1/GluN2 nécessitent la liaison de deux agonistes
différents pour étre activés : le glutamate qui se fixe sur la sous-unité GIuN2, mais aussi un co-
agoniste, qui peut étre la glycine ou la D-sérine. Une étude récente (Papouin et coll., 2012) a
confirmé le role important de la D-sérine. lls ont mis en évidence une utilisation différentielle de la
glycine et de la D-sérine dans le CA1 de I'hippocampe : les récepteurs synaptiques sont sensibles a

la D-sérine tandis que les récepteurs extrasynaptiques sont sensibles a la glycine. La présence du
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co-agoniste étant obligatoire pour l|'activation des récepteurs NMDA, des variations de la
concentration locale de co-agoniste peuvent moduler les réponses NMDA. Par exemple, I'activité
des récepteurs NMDA peut étre régulée par les astrocytes, cette classe de cellule gliale pouvant

synthétiser et libérer de la D-sérine a partir de la L-sérine grace a une racémase.

Des modulateurs allostériques régulent aussi l'activité des récepteurs NMDA. Elle peut étre
modulée, soit positivement, soit négativement, par des petites molécules et ions dont le site de
liaison est différent du canal ionique. Ces modulateurs, dits allostériques, peuvent étre endogenes,
c'est-a-dire présents naturellement dans le SNC : c'est le cas des protons et du zinc. Ils peuvent
également étre exogénes, comme c'est le cas pour l'ifenprodil, molécule organique de synthése ou

I'alcool (figure n°4).

Les récepteurs NMDA sont perméables au calcium contrairement a la majorité des récepteurs du
glutamate. Les récepteurs NMDA sont les récepteurs principalement postsynaptiques

responsables de la phase lente des potentiels post-synaptiques excitateurs.

Au potentiel de repos du neurone, la liaison du glutamate sur le récepteur de type NMDA ne suffit
pas pour permettre I'entrée d'ions par le canal. Une dépolarisation de la membrane plasmique est
nécessaire pour lever le blocage du canal par I'ion magnésium. Cette propriété fait du récepteur
NMDA un détecteur de coincidence entre la libération synaptique de glutamate et une

dépolarisation de la membrane du neurone.

L'ensemble de ces propriétés conferent aux récepteurs NMDA un role essentiel dans I'initiation de
diverses formes de plasticité synaptique comme la plasticité a long terme et la dépression a long
terme, essentielles aux phénomeénes d’apprentissage et de mémoire. Ces propriétés, de méme
que leur sensibilité aux agonistes, leur conductance unitaire et leur probabilité d’ouverture
maximale sont tres variables selon les sous-unités composant le récepteur, le type de sous-unité
GluN2 incorporée étant la principale source de cette diversité fonctionnelle (Paoletti et coll.,

2013).

Les récepteurs NMDA sont donc indispensables au développement de la mémoire ; les signaux

glutamatergiques captés via les récepteurs NMDA régulent ainsi la consolidation des souvenirs.

La potentialisation a long terme (PLT) a été découverte dans I'hippocampe mais sa présence a par

la suite été démontrée dans de nombreuses régions du cortex.
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Lors de la stimulation a haute fréquence a I'origine de la PLT, une dépolarisation du neurone post-
synaptique se produit suite a l'activation soutenue des récepteurs AMPA. Le magnésium va alors
se retirer du canal calcique associé au récepteur NMDA et permettre I'entrée massive de calcium
dans la cellule. Or cette concentration accrue de calcium dans le dendrite mettra en branle

plusieurs voies de signalisation qui conduiront a I'augmentation prolongée de I'efficacité de cette

synapse (figure n°5).
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Figure n°5 : Rble du calcium et des récepteurs post-synaptiques dans la potentialisation a long

terme

http://lecerveau.mcgill.ca/flash/a/a 07/a 07 m/a 07 m tra/a 07 m tra.html

30



2.3. Excitotoxicité

Le phénomeéne d'excitotoxicité a été découvert par hasard en 1957, quand Lucas et Newhouse se
sont apercus que le glutamate de sodium, donné en nourriture a des souriceaux, détruisait les
neurones de la rétine. En 1969, Olney prolongeait cette découverte en montrant que les régions
ou l'on observait une mort neuronale sous l'effet du glutamate s'étendaient a la totalité de
I'encéphale. Les lésions dues au glutamate étaient nettement limitées aux cellules
postsynaptiques : les dendrites des neurones cibles étaient fortement augmentées de volume
tandis que les terminaisons présynaptiques étaient épargnées. Olney examina également la
puissance relative d'analogues du glutamate et constata que leur efficacité neurotoxique était
paralléle a leur capacité d'activer les récepteurs postsynaptiques du glutamate. Par ailleurs des
antagonistes des récepteurs du glutamate exercaient un blocage efficace sur les effets
neurotoxiques du glutamate. Il fit donc I'hypothése que le glutamate détruisait les neurones par
un mécanisme semblable a celui qui est mis en jeu aux synapses glutamatergiques excitatrices et il

forgea le terme d'excitotoxique pour qualifier cet effet pathologique.

Le glutamate, neurotransmetteur libéré de facon incontrolée lors de la dépolarisation neuronale
consécutive a un stress, va stimuler ses récepteurs ionotropiques. L’activation excessive des
récepteurs NMDA joue un role prépondérant dans l'initiation de la cascade excitotoxique (figure
n°6). L'entrée massive de calcium mais aussi de sodium dans la cellule va conduire a I'activation
excessive et délétere d’'une batterie d’enzymes cytosoliques : protéases, phospholipases,

endonucléases..., conduisant a la nécrose et a I'apoptose et donc a la mort cellulaire.
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The Excitotoxicity Cascade
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Figure n°6 : Cascade de I'excitotoxicité (Di Polo A et Levin LA, 2007)

L'excitotoxicité est a I'origine des altérations neuronales observées apres occlusion d'un vaisseau
sanguin cérébral responsable d'un accident vasculaire cérébral ischémique. En effet, des
microinjections expérimentales, chez l'animal, d'antagonistes des récepteurs du glutamate
protegent les neurones des altérations d'origine ischémique. Ainsi, I'accumulation extracellulaire
de glutamate au cours de l'ischémie entraine une activation excessive des récepteurs du
glutamate et déclenche une succession d'événements menant a la mort des neurones. La
réduction de l'apport d'oxygéne et de glucose éleve le niveau de glutamate extracellulaire en
ralentissant I'élimination du glutamate aux synapses, par les transporteurs gliaux et neuronaux du

glutamate qui requiérent une source d'énergie.

Ces événements successifs vont rapidement étre complétés par la mise en jeu d’autres
mécanismes en rapport avec la synthése de NO par la NO synthase de type | (neuronale) puis
apres l'induction de la NO synthase de type Il qui contribuent au développement du stress

oxydant. La formation de radicaux libres, contribue ainsi a la mort cellulaire (figure n°6).
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En dehors des phénomeénes de nécrose cellulaire qui surviennent précocement, en particulier au
cceur de I'ischémie, I'augmentation de la concentration cellulaire en calcium, la production de NO
et de radicaux libres ainsi que les médiateurs de I'inflammation vont étre susceptibles de mettre
en ceuvre un processus de mort cellulaire programmé, I'apoptose. Ce processus prédomine au
sein de la zone de pénombre et fait intervenir des processus biologiques complexes. En effet
I'hypofonctionnement des récepteurs NMDA est aussi facteur d'apoptose (Hardingham et Do,
2016). L'augmentation de la concentration en calcium, particulierement lorsqu’elle est secondaire
a l'activation du récepteur NMDA, va constituer I'un des signaux activateurs principaux de
I'apoptose par l'intermédiaire de |'expression de génes de réponse immédiate permettant la
transformation, par 'activation d’autres genes, d’un signal extracellulaire en modifications a plus
long terme. Ainsi, 'expression de la Trp53 (transformation-related protein 53) va provoquer un
déséquilibre entre des facteurs proapoptotiques et antiapoptotiques de la famille Bcl2 en faveur
de I'apoptose. Les protéines proapoptotiques telles que Bax et Bcl-x vont contribuer a I’exécution
des derniéres étapes du programme de mort cellulaire par I'activation de nombreuses caspases
(cysteinyl aspartate specific-proteases), responsables d’altérations de I’ADN cellulaire, de la
désorganisation du cytosquelette et d’'un délabrement de la membrane cytoplasmique (Deplanque

et Bordet, 2006).

Ce mécanisme physiopathologique est incriminé dans un certain nombre de maladies
neurologiques comme les traumatismes de la moelle épiniére, les traumatismes cérébraux, la
surdité acquise (par ototoxicité liée a la surexposition au bruit,), et les accidents vasculaires
cérébraux, ou neurodégénératives du systeme nerveux central comme la sclérose en plaques, la
maladie d'Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, la fibromyalgie, la maladie de Parkinson
ou enfin la chorée de Huntington. L'excitotoxicité est aussi probablement incriminée dans les

Iésions cérébrales liées au handicap néonatal chez prématurés (Belousov et Fontes, 2016).

Les neurones glutamatergiques ont un réle important dans le tri des cellules et/ou leur orientation
lors du développement : il y a d'abord un phénomene de division et de prolifération des cellules.
La stimulation ou non des récepteurs glutamatergiques pourra favoriser ou au contraire freiner

I'apoptose de certaines d'entre elles.
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2.4. Antagonistes des récepteurs NMDA

2.4.1. LE MAGNESIUM
Le magnésium est I'élément chimique de numéro atomique 12, de symbole Mg.

Il est aussi présent dans |'alimentation, I'apport recommandé quotidien est estimé a 300 mg de
magnésium par jour (le double pour les sportifs ou les femmes enceintes) ou encore 6 mg par kg
de masse corporelle. La premiére source alimentaire de magnésium est souvent d'origine
céréaliere : les produits céréaliers étant présents a tous les repas, ce sont eux qui couvrent la

majeure partie des besoins.

Le corps ne produit pas de magnésium et doit le puiser dans I'alimentation. La consommation

excessive de magnésium est éliminée dans les urines, le magnésium ne s'accumule donc pas.

En médecine, certains troubles peuvent étre consécutifs a un manque de magnésium : dépression,
angoisse, diabete, spasmes musculaires, crampes, troubles cardio-vasculaires, pression artérielle

élevée, insomnie et ostéoporose.
L’hydroxyde de magnésium est employé en médecine pour traiter les aigreurs d'estomac.

L'empoisonnement par excés de magnésium peut exister chez I'enfant et dans le cas de personne
souffrant d'insuffisance rénale. L'ingestion de grandes quantités de magnésium a un effet laxatif,

par effet osmotique.

Le magnésium intervient dans le métabolisme calcique sur les glandes parathyroides. Au niveau
cellulaire, il controle et régule I'entrée du calcium dans la cellule et les liquides intracellulaires.
En effet, le magnésium inhibe des canaux cationiques, notamment sodiques et surtout calciques
voltage-dépendants et se comporte comme un anticalcique. Il protege ainsi les mitochondries
contre les surcharges en calcium et diminue l'excitabilité neuronale, il est utilisé dans le

traitement de certaines convulsions comme celles de |'éclampsie (Allain, 2006).

Les ions magnésium régulent plus de 300 réactions biochimiques dans le corps a travers leur réle
de co-facteurs enzymatiques. lls jouent également un rble essentiel dans les réactions qui

généerent et utilisent I'ATP.

Sa présence est essentielle pour le métabolisme du glucose et la dégradation des graisses, la

production de protéines, des enzymes et des anti-oxydants tels que le glutathion. Il sert également
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a la constitution de I'ADN (acide désoxyribonucléique) et de I'ARN (acide ribonucléique) et a la

régulation du cholestérol.

Le magnésium inhibe l'ouverture du récepteur canal NMDA, il le bloque de facon voltage-
dépendante en se placant a l'intérieur. Au potentiel membranaire de repos (-70 mV), les ions
magnésium extracellulaires obstruent le canal, méme si les co-agonistes comme la glycine ou le
glutamate sont liés a leurs sites respectifs. En cas de dépolarisation, les forces éléctrostatiques
négatives qui attiraient le magnésium au niveau de la sous-unité GluN2 s'effacent et le cation est
libéré. L'influx calcique est d'autant plus important que la dépolarisation est marquée (Mion,
2006).

Une hypermagnésémie peut entrainer principalement une hypotension, une léthargie, une
confusion mentale, des troubles cardiaques, une faiblesse musculaire ou encore des difficultés

respiratoires.
2.4.2. LE MK-801
Le MK-801 ou dizocilpine est un antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA.

Il a été découvert par une équipe de Merck en 1982. Le MK-801 se lie a l'intérieur du canal ionique
du récepteur a plusieurs sites de liaison, empéchant ainsi I'écoulement des ions a travers le canal.
Sa liaison a ces sites est pratiquement irréversible. Il agit comme un puissant anticonvulsivant et a
des propriétés anesthésiques, mais il n'est pas utilisé cliniquement a cet effet en raison de la
découverte de lésions cérébrales, appelées les Iésions de Olney , chez des rats traités. Le MK-801
est également associé a un certain nombre d'effets indésirables, comme des perturbations
cognitives et des réactions psychotiques. Il prévient le processus de la potentialisation a long
terme. Le MK-801 est I'antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA le plus fréquemment

utilisé comme inducteur dans des modeéles animaux de schizophrénie.

Contrairement aux agonistes dopaminergiques, qui induisent seulement les symptémes positifs
(ou productifs) de la schizophrénie, une injection unique de MK-801 a réussi a modéliser a la fois
les symptoémes productifs et déficitaires de la schizophrénie. Bien que de faibles doses de MK-801
répétées aient seulement réussi a produire des modifications du comportement, tels qu'une
légere hyperlocomotion et une diminution de I'inhibition de réaction (saut) a un stimulus auditif
par un stimulus préalable (pre-pulse inhibition), I'administration répétée d'une dose plus élevée

reproduit ces effets, mais induit en plus des modifications neurochimiques similaires a celles
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retrouvées chez des patients schizophrénes. Non seulement le MK-801 utilisé temporairement
précipite des états psychotiques chez 'Homme, mais I'administration chronique chez les animaux
de laboratoire entraine des changements neuropathologiques semblables a la schizophrénie

(Rompala, 2013).

Les antagonistes des récepteurs NMDA dont le MK-801 ont été largement étudiés pour une
utilisation dans le traitement de maladies avec des composants excitotoxiques, tels que les
accidents vasculaires cérébraux, les lésions cérébrales traumatiques, et les maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Huntington, la maladie d'Alzheimer et la sclérose
latérale amyotrophique. Le MK-801 a montré une efficacité dans la protection des neurones en
culture de cellules et des modeles animaux de neurodégénérescence excitotoxique. Le MK-801
atténue également la perte d'audition provoquée par les aminosides. On pense que les
aminoglycosides imitent les polyamines endogenes au niveau des récepteurs NMDA et produisent

des dommages excitotoxiques, conduisant a la perte des cellules ciliées.

Le MK-801 peut également potentialiser la capacité de la [évodopa pour améliorer I'akinésie et la
rigidité musculaire dans un modeéle de maladie de Parkinson chez le rongeur. Quand il a été
administré a des rats 15 minutes aprés un traumatisme de la colonne vertébrale, la récupération

neurologique a long terme du traumatisme a été améliorée (El Arfani, 2014).

2.4.3. LA KETAMINE

La kétamine est également un antagoniste non compétitif du glutamate au niveau des récepteurs
NMDA, elle agit plus précisément au niveau du canal comme le magnésium, elle est insensible a la
dépolarisation membranaire si bien que le blocage du récepteur est plus durable que celui exercé
par le magnésium, mais moins que celui exercé par le MK-801 (qui est irréversible) (Mion, 2006).
Elle est utilisée comme anesthésique général en médecine, pour ses effets au niveau de
I'hippocampe et du cortex préfrontal, sur la mémoire et la conscience. Elle est également utilisée

en prémédication, pour la sédation et I'induction de I'anesthésie.

La kétamine posséde également a de faibles doses, un intérét certain, démontré ces derniéres
années, dans le cadre de I'analgésie. Les effets analgésiques et antihyperalgésiques de la kétamine
sont liés a ses effets antagonistes sur les récepteurs NMDA au glutamate au niveau médullaire. De

faibles doses de kétamine permettent une épargne morphinique et de ses effets indésirables.

Une perfusion de cet antagoniste du NMDA déclenche une action antidépressive en quelques

heures, alors que les antidépresseurs oraux ont un délai d'action beaucoup plus long.
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On a montré que des perfusions répétées de kétamine en cas de dépression résistante aux
traitements usuels pouvaient également s'avérer efficaces a court terme, voire a moyen terme

chez certains patients (Wan et coll, 2015).

Les Dr Caoimhe Coyle et Keith Laws ont décidé d'effectuer une méta-analyse sur cette question.

Dans cette méta-analyse, les chercheurs ont passé en revue 21 études de référence, afin de
déterminer si la kétamine avait effectivement un effet antidépresseur immédiat, si cet effet était
prolongé dans le temps malgré la courte demi-vie de la molécule (3 heures) et si des injections
répétées pouvaient étre plus efficaces qu'une seule injection (Coyle et Laws, 2015).
Apres analyse de ces essais, les auteurs ont pu confirmer que la kétamine réduisait de facon
importante les symptémes dépressifs lors d'évaluations réalisées de la 4e heure jusqu'a 14 jours

apres une perfusion unique ou répétée.

En pratique clinique pédiatrique, la kétamine est utilisée en combinaison avec d’autres
anesthésiques pour les actes de chirurgie buccale, cardiaque, ophtalmique, gastro-intestinale, la

neurochirurgie, dans un contexte d’urgence ou au cours d’examens a procédure invasive.

A la suite d’une naissance prématurée, la probabilité de mise en ceuvre de procédures de soins
potentiellement douloureuses est accrue par rapport a une naissance a terme, certains praticiens
préconisent alors I'administration de kétamine. On s’interroge actuellement sur le bien-fondé de
son utilisation quand on sait que la kétamine développe un effet dual : elle peut avoir un effet
neurotoxique ou un effet neuroprotecteur. Elle pourrait avoir un effet délétere sur le cerveau en
développement des prématurés, en effet elle affecte la survie et la différenciation des
interneurones GABAergiques par apoptose et affecte leur intégration dans le cortex mature a long
terme chez les souriceaux de méres traitées lors de la gestation. Elle pourrait donc développer un

effet délétere sur le foetus dont la mére consomme de la kétamine (Aligny, 2014).

La kétamine est commercialisée sous forme liquide. Par contre, elle est en général transformée en
poudre blanche avant d’étre vendue comme drogue illicite. La poudre est reniflée, mélangée a des
boissons ou fumée avec de la marijuana ou du tabac. Elle est ajoutée a des boissons, ou injectée

par voie intra-musculaire.

La kétamine est utilisée pour ses effets psychédéliques depuis presque 30 ans. Les usagers

prennent cette drogue parce qu’elle leur procure le sentiment de pénétrer dans un autre monde.
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L'augmentation récente de la popularité de cette drogue parmi les jeunes est peut-étre due a sa

disponibilité en tant que « drogue de club » lors de parties et de « raves ».

A I'heure actuelle, la kétamine est répertoriée comme une drogue illicite, consommée
principalement par les adolescents. A faible dose, elle altéere Iattention, les capacités
d’apprentissage et la mémoire et a forte dose, elle peut provoquer des hallucinations et méme

conduire au délire et a 'amnésie.

La kétamine est ainsi susceptible de provoquer des troubles psychiatriques assimilés a la
schizophrénie et des altérations de la conscience, notamment une sensation de dédoublement
(décorporation), de confusion ou d'irréalité. C'est d'ailleurs ce qui explique que son utilisation
thérapeutique reste modérée. Aux dosages utilisés en anesthésie, elle peut provoquer des maux
de téte, des nausées, des vomissements. Plus grave, a dose prolongée, la kétamine favorise les
infections urinaires (vessie) et entraine progressivement une destruction des reins. Utilisée sous
forme de drogue et a haute dose, elle peut entrainer des troubles du rythme cardiaque, une perte

de connaissance ou un coma (Chu et coll., 2008).

Une tolérance s'instaure au fil du temps et il est nécessaire d'attendre plusieurs semaines pour

retrouver son effet initial. La kétamine peut créer une forte dépendance psychique.
2.4.4. LA MEMANTINE

La mémantine est un antagoniste voltage-dépendant non compétitif des récepteurs NMDA
d'affinité modérée.

La mémantine induit des effets bénéfiques sur la PLT et les processus d’apprentissage. En effet, en
conditions pathologiques, I'accumulation du glutamate extracellulaire basal peut créer un bruit de
fond d’activation et masquer un signal glutamatergique normalement induit par un stimulus
extérieur; les récepteurs NMDA apparaissent alors moins efficaces pour développer la PLT.
L'antagoniste réversible, de faible affinité, peut inhiber I'activation basale accrue et prolongée du
récepteur, sans pour autant bloquer I'activation du récepteur associée a une stimulation aigué
pertinente. La mémantine, en augmentant le rapport signal sur bruit de fond, améliorerait donc la

PLT et les processus de mémorisation (Parsons et Gilling, 2007).

C'est sur cette base que la mémantine a obtenu une autorisation de mise sur le marché dans la
prise en charge de la maladie d’Alzheimer (UE en 2002, USA en 2003), induisant une amélioration

relative des capacités cognitives. Sa bonne tolérance clinique tient essentiellement de sa
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dissociation voltage-dépendante, similaire a celle de I'ion magnésium. L’hypothése principale
concernant le mécanisme d’action de la mémantine s’appuie essentiellement sur cette capacité a
se fixer et a se dissocier rapidement du récepteur. La mémantine ne peut se fixer sur son site que
si le récepteur est préalablement activé par I'agoniste. En agissant comme bloqueur des canaux
ouverts, la mémantine agit préférentiellement lors d’une activation prolongée du récepteur,
notamment en condition pathologique. La mémantine a ainsi été décrite comme bloquant plus
efficacement les récepteurs NMDA en présence de fortes concentrations d’agoniste. La
concentration en agoniste influerait davantage sur la vitesse de blocage des récepteurs que sur

I’'amplitude de ce blocage (Parsons et Gilling, 2007).

De maniere non négligeable, la mémantine semble présenter une certaine sélectivité pour certains
sous-types de récepteurs NMDA. La mémantine, en présence d’une concentration physiologique
de magnésium, montrerait une plus forte sélectivité pour les récepteurs GluN1/2C et GluN1/2D
que pour les récepteurs GIuN1/2A et GluN1/2B (Kotermanski et coll, 2009). Or la sous-unité
GIuN2D est particulierement exprimée dans le systtme nerveux en développement. La
mémantine agit également comme antagoniste non compétitif des récepteurs sérotoninergiques,

cholinergiques, nicotiniques... elle stimule les récepteurs dopaminergique (Dysken et coll., 2014).

La mémantine a un effet positif sur la cognition, I'humeur, le comportement et la capacité a
assumer les activités de la vie quotidienne dans les formes modérées a sévéres de la maladie
d'Alzheimer mais un effet inconnu pour les formes légéres a modérées de la maladie. Elle est
actuellement commercialisée sous le nom d'Ebixa*. Ce médicament est devenu une alternative
aux médicaments ciblant le systeme cholinergique a I'efficacité limitée : les anticholinestérasiques.
Elle pourrait mimer certains effets bénéfiques du magnésium sur la neuroprotection chez le
nouveau-né.

L'effet neuroprotecteur de la mémantine a été mis en évidence dans un modele de LPV
(leucomalcie périventriculaire), induit par hypoxo-ischémie chez le rat a 6 jours postnataux (P6)
(Manning et coll., 2011 ; Mao et coll.,, 2012). L’absence d’altération de la myélinisation dans ce
modele, atteste notamment d’un effet protecteur au niveau de la substance blanche. On a
également examiné la toxicité de la mémantine sur le neurodéveloppement chez le rat a P6. Alors
gu’un antagoniste comme le MK-801 induit une augmentation de |'apoptose dans différentes
régions du cerveau, 72h aprés administration, la mémantine n’apparait pas toxique. La
mémantine, a une dose neuroprotectrice, n’induit pas d’altération a long terme de la transmission

glutamatergique (Manning et coll., 2011). Dans un modele d’hémorragie méningée chez I'adulte, il
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a été montré que la mémantine inhibait I'activité de la NO synthase neuronale, et donc la
production de radicaux libres oxygénés, avec un effet similaire a celui d’'un inhibiteur spécifique de

la NO synthase (le 7-nitroindazole) (Huang et coll., 2015).

Les effets indésirables les plus fréquents suivant la prise de mémantine sont le mal de téte, la
somnolence, les vertiges et les troubles de I'équilibre, I'essoufflement, I'élévation de la tension
artérielle et I'élévation des transaminases. Des effets plus rares peuvent apparaitre comme une
insuffisance cardiaque ou la formation de caillot sanguin veineux (thrombose/thrombo-

embolisme).
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IIl. But du travail

Le handicap cérébral est un état pathologique (non évolutif) non héréditaire comportant diverses
atteintes neurologiques. Une cause exacte n'est pas toujours retrouvée mais elle est liée a
la prématurité, I'hypoxie périnatale, les traumatismes cérébraux etc...

Les causes pré- ou néo-natales sont des malformations vasculaires pendant la gestation, les spina
bifida avec hydrocéphalie, le manque d'oxygene, l'incompatibilité du rhésus chez les parents ou
encore les maladies métaboliques.

Les causes liées a l'accouchement peuvent étre un traumatisme (application du forceps,
hémorragie), l'anoxie, |'asphyxie, les analgésiques (administration de médicaments pouvant
affecter la respiration de I'enfant) ou la prématurité.

Le probleme peut également survenir aprés l'accouchement: tumeurs au cerveau, accident
vasculaire cérébral (AVC), traumatisme cranien, infections (fievre infantile, méningite...),

probléemes vasculaires...

L'excitotoxicité qui se développe suite a l'ischémie (insuffisance d'irrigation sanguine) et est
aggravée par l'hypoxie, est un des mécanismes responsable a terme de certains handicaps et
troubles psychomoteurs ou comportementaux.

Ce phénomeéne est particulierement fréquent chez les enfants prématurés.

Cette excitotoxicité est associée a une libération massive de glutamate et les antagonistes
glutamatergiques constituent donc des traitements potentiels neuroprotecteurs.

En particulier le magnésium et la mémantine dont I'action est voltage-dépendante, permettant de
bloquer les effets excitotoxiques sans annihiler les effets physiologiques du glutamate. En effet, le
magnésium est déja utilisé chez la femme en menace d’accouchement prématuré en clinique.

Ces antagonistes potentiellement neuroprotecteurs pourraient donc étre administrés chez des
prématurés a la naissance ou chez la mere lors de la grossesse en cas de risque avéré
d’accouchement prématuré afin de prévenir les phénomeénes d'excitotoxicité qui pourraient
éventuellement survenir.

Le but de notre travail est donc de vérifier que ces traitements ne développent pas d’effets
déléteres a long terme, chez un enfant prématuré qui n'aurait pas subi d'événements

excitotoxiques.
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A cette fin, nous avons utilisé le modele de souriceaux nés a terme qui présentent un degré de
développement cérébral moins mature que I’humain. En effet, un souriceau a cinqg jours est au
méme stade qu'un prématuré humain, a I'age gestationnel 30-34 semaines d’aménorrhée (Marret

et coll., 1995) (tableau n°3).

Jours postnataux chez la Souris  Semaines d’aménorrhée chez I’'Homme

PO 18 SA

P2 24 SA (grand prématuré)

P5 30-34 SA (prématuré)

P10 37-39 SA (nouveau-né a terme)

Tableau n°3 : comparaison gestation humain-murin (Marret et coll., 1995)

Cependant, la souris a P5 n’est pas un modele de prématurité car la souris née a terme n’est pas
soumise aux mémes risques que l'enfant prématuré. Chez le prématuré, il y a des risques
d’infection (avec fievre), des risques d’hypoxie, d’hémorragies plus importantes. Par contre les
troubles liés a ces risques rencontrés chez I’'Homme peuvent étre mimés chez la Souris si on utilise
des modeéles de souris hémorragique a P5 ou si on induit chez le souriceau a P5 des lésions
excitotoxiques (injection d’acide iboténique) ou hypoxo-ischémiques (ligature de I'artére cérébrale

moyenne + période d’hypoxie).

Notre étude a consisté a rechercher si des agents potentiellement neuroprotecteurs administrés a
P5 chez la Souris développent des altérations des comportements ou des taux cérébraux de
neurotransmetteurs a |’age adulte.

Nous avons donc entrepris d'injecter chez des souriceaux nouveaux-nés a P5 un agent
pharmacologique, antagoniste des récepteurs glutamatergiques de type NMDA : la kétamine
(300pg/kg), la mémantine a 2 dosages (2,5mg/kg et 25mg/kg), le MK-801 (300ug/kg) ou le
magnésium (200mg/kg).

Nous avons soumis les souris a 3 épreuves comportementales qui évaluent I'habituation, le stress,
I'anxiété, |'activité locomotrice, la résignation... On dosera également apres sacrifice des souris,

différents neurotransmetteurs et leurs métabolites (les catécholamines et indolamines, GABA,
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glutamate) par HPLC (chromatographie liquide haute performance), dans différentes structures

cérébrales, notamment le cortex frontal, cortex pariétal et le striatum.
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I1l. MATERIEL ET METHODES

1. Les animaux

Les souris Naval Medical Research Institute (NMRI), fournies par Janvier (Le Genest-Saint-Isle,
France) sont maintenues en conditions d’hébergement avec un accés libre a I'eau et a la
nourriture, un cycle jour-nuit inversé 12h-12h (lumiére a 19h) et une température maintenue a 21
+ 1°C. Les procédures d’expérimentation animale sont validées et approuvées par le comité
d’éthique (Ministére francais de I'éducation et de la recherche, agrément 01680.02/2014 octobre
2013).

Cette souche a I'avantage d’avoir un taux élevé de fécondité.

Les jeunes males et femelles ont été séparés de leur mere vers P23 et hébergés dans les

conditions décrites ci-dessus jusqu'a la mise en ceuvre d'expériences a I'age P60 a P96.

L'accouplement (« plug ») se fait environ 20 jours avant la naissance des souriceaux.

P1 est le jour de naissance, on traite les nouveau-nés a P5 (5 jours postnataux). Le sevrage se fait

entre P21 et P30.

A P60 les animaux sont migrés dans un local d'animalerie proche des salles d'expérimentation et

mis dans les conditions d'étude, les tests comportementaux commenceront 15 jours plus tard.

Il'y aura 5 lots de souris, chaque lot étant composé de 3 ou 4 portées. Au sevrage, on sélectionne

au hasard jusqu'a 12 males et 12 femelles dans chaque lot.

Les souris ont été réparties en 6 groupes selon le traitement administré :

Groupes Traitement Modalités

I Controles 10uL PBSi.p.a P5

[ MK801 300ug/kg/10pL PBS i.p. a PS5
11 Kétamine 40mg/kg/10uL PBS s.c. a P5
v Mémantine Aigu 2,5mg/kg/10uL PBSi.p. a P5
Vv Mémantine Chronique 25mg/kg/10uL PBSi.p. a P5
Vi MgSO, 200mg/kg/10uL PBS i.p. a P5
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Le test d'activité locomotrice est effectué en ler a J75, la roue d'activité a J82, puis le TST 5 a 20
jours plus tard. Lorsque tous ces tests sont effectués, on préléve les cerveaux. Les éléments a
doser sont gardés au réfrigérateur ou au congélateur en attendant le dosage des

neurotransmetteurs.

2. L'activité Locomotrice (ALM)

Le dispositif Versamax 4.2 (Instruments Inc.,Columbus, OH, Etats-Unis) permet d'évaluer : le retard
moteur, la réponse a la nouveauté, le mécanisme d’habituation, I'exploration, les réponses au

stress, I'anxiété, les effets sédatifs, les rythmes circadiens des souris...

Il mesure I'activité motrice spontanée dans un "open field", traversé par des faisceaux infrarouges.
L'interruption de ces derniers est détectée par des cellules photoélectriques reliées a un

ordinateur et au logiciel (figure n°7).

Le systeme se compose essentiellement d’un cadre carré (20 cm x 20 cm x 30 cm), un support de
cadre et une unité de commande. Chaque cadre comptel6 x 16 faisceaux IR pour une détection

optimale du sujet.

Le systeme est completement modulaire : chaque image peut étre utilisée pour I'évaluation de
I'activité générale (distance parcourue), des mouvements locomoteurs et stéréotypés, de la

posture debout ou d’exploration (redressements, activité verticale).

Les animaux ont été placés dans le dispositif pendant 3h (14-17h) dans le noir, sans eau ni
nourriture. Les mesures ont été faites pendant les 30 premiéres minutes, la premiéere heure et les

3 heures. Plusieurs critéres ont été mesurés : I'activité verticale, le temps de repos et la distance

parcourue.
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Figure n°7 : Photographie du dispositif de I'activité locomotrice

3. La roue d'activité

Il s'agit d'une méthode simple pour mesurer spontanément l'activité locomotrice et |'effort
physique de rongeurs dans une cage de vie munie d’'une roue d’activité reliée a un ordinateur
fonctionnant avec le logiciel (Activiwheel, Intellibio, Seichamps, France, diametre 23 cm) (figure
n°8). Les parametres mesurés sont : la rotation, la vitesse, |'accélération, la durée, ..., incluant la

période d'occurrence.

Les animaux ont été placés dans le dispositif pendant 3 jours, selon un cycle nycthéméral de
12h/12h d’éclairage (7h00-19h00) et d’obscurité (19h00-7h00) et avec de la nourriture et de la
boisson ad libitum. Le test a été initié a 14h00. Les mesures d’activité (temps de course, ...) ont été

faites toutes les heures pendant les 3 jours ou bien moyennées sur les 2 derniers nycthémeres.

Ce systeme permet d'enregistrer les parameétres relatifs a I'exercice volontaire de |'animal qui
décide librement de sa durée et de son intensité. Le monitorage et l'enregistrement sont
habituellement réalisés sur de longues périodes (plusieurs jours) afin d’analyser les différences

induites dans les routines d’exercice par les médicaments.
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Figure n°8 : Photographie du dispositif de la roue d'activité

4. Le test de suspension par la queue (TST = tail suspension test)

Ce test de désespoir comportemental est un procédé rapide d’évaluation des effets psychotropes
de substances médicamenteuses (antidépresseurs) sur le comportement d’un rongeur essayant de
se soustraire a une situation inconfortable. C'est un test simple et rapide (6 minutes maximum par

cycle), ne provoquant aucune douleur chez I'animal.

Le test de suspension caudale a été développé en tant qu'alternative au test de nage forcée de
Porsolt, et repose sur un concept similaire. Des souris, suspendues par la queue a I'aide de ruban
adhésif, essaient, de maniére innée, de s'échapper de cette situation non-naturelle, en s’agitant
(figure n°9). A force d'échouer dans leur tentative d'échappement, elles développent un état de «
désespoir » qui se traduit par de I'immobilité. La magnitude de cette immobilité est considérée
comme corrélée a un état dépressif, et est réduit de fagon significative par les antidépresseurs. Le

principe de

I’évaluation de I'état de résignation repose sur la mesure de la durée des mouvements, et sur la

force déployée au cours des mouvements, visant a échapper a cette situation.
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Les animaux sont isolés chacun dans une cage 15minutes avant le test, puis ils passent 6 par 6,
chaque groupe pendant 6 minutes, dans deux dispositifs (Bioseb Model: BIO-TST4) comprenant
trois box séparés et munis de crochets (un dispositif par sexe est utilisé pour éviter que les

animaux ne soient perturbés par I'odeur des souris voisines de I'autre sexe ).

Une fois que I'expérience a été configurée via le logiciel (TST-SOFT) et que la liste des animaux a
été randomisée, on fixe le ruban adhésif sur la queue et on suspend chaque souris
individuellement en suivant la randomisation affichée a I'écran. Chaque voie est ensuite démarrée
de maniére individuelle en pressant une touche dédiée, afin de s'assurer que chaque animal est
suspendu pour la méme durée. A l'issue de I'expérience, les valeurs individuelles d’activité sont

récupérées, moyennées et analysées sur le plan statistique.

-
-

M7 ) ™=

Figure n°9 : Photographie du dispositif du test de suspension par la queue
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5. Le dosage des neurotransmetteurs

Les souris ont été sacrifiées entre 3 et 4 mois et leurs cerveaux rapidement prélevés sur glace. Les
cortex frontaux, pariétaux et les striatums ont été disséqués. 300 pL d'eau distillée ont été ajoutés
a I'échantillon avant la sonication a haute fréquence avec le sonicateur Vibra Cell (Sonics and

Materials, Newton, CT, USA) pendant 4 secondes.

Chaque homogénat été divisé en deux échantillons, I'un pour le dosage des glutamate/GABA, le
second pour le dosage de la dopamine et son métabolite (DOPAC, acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique), de la noradrénaline, de la sérotonine et de son métabolite (S5HIAA,
acide 5-hydroxyindolacétique) . 150 pl d'acide perchlorique 2N a été ajouté a ces derniers

échantillons.

Ensuite, tous les mélanges ont été centrifugés 10 minutes a 4°C et a une vitesse de 12000 rpm. Les
surnageants ont été filtrés a I'aide d'un filtre de 0,45 um (acétate de cellulose, Millipore) et gardés
au congélateur a -80°C jusqu'au dosage des neurotransmetteurs en HPLC. Les culots sont remis en
solution avec de la soude 0,1N et seront utilisés pour la détermination des protéines avec la

méthode de Bradford.

Les niveaux de noradrénaline, dopamine, DOPAC, sérotonine et 5HIAA ont été déterminés par
HPLC suivie d'une détection électrochimique. Le systeme HPLC est constitué d'un systeme de
pompe Spectra (P1000XR; Thermo Scientific, MA, USA) connectée a une colonne C18 Supelcosil
(3.0 x 150 mm, 3 um; Sigma Aldrich, PA, USA), couplée a un détecteur électrochimique (Decade II;
Antec Leyden, Netherlands) avec une électrode de carbone en verre au potentiel de 0,8V, une
électrode de référence de type Ag/AgCl. La phase mobile est constituée de KH2PO4 62mM, de
méthanol 12%, d'acide octanesulfonique (Sigma Aldrich, UK) 2.3 mM et de Na2EDTA 0.15 mM, au
pH de 3.8 et filtrée a I'aide d'un filtre de 0,45 um (acétate de cellulose, Millipore). L'analyse est
réalisée a un débit de 0,5 ml/min. Les échantillons (20ul) ont été injectés dans le systeme HPLC a
I'aide d'un injecteur automatique (AS 3000; Thermo Separation Products, MA, USA). Les
chromatogrammes ont été enregistrés et intégrés par PC integration Azur software (Datalys, Le

Touvet, France).

Les niveaux de glutamate, GABA et glutamine ont été mesurés par un systeme HPLC, apres une
dérivatisation par ajolt de 15 ul de I'échantillon au méme volume d'une solution réactive diluée

au quart a partir d'un réactif préparé avec de I'ophtaldialdehyde 8 mM dans 0.4 M de borate (pH
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10.4) contenant de I'éthanol 2% et du 2-mercaptoethanol 0,08% et conservé a 4°C pendant une
semaine. La dérivatisation de 120s a été suivie par HPLC puis détection éléctrochimique. Une
colonne C18 en phase inverse Supelcosil (3.0 x 150 mm, 3 um; Sigma Aldrich, PA, USA) était
couplée avec un détecteur éléctrochimique (Decade Il; Antec Leyden, Netherlands) muni d'une
électrode de carbone en verre a 0,6V et d'une électrode de référence de type Ag/AgCl. La phase

mobile, constituée d'un tampon Na2HPO4/NaH2P04 0,1M, de méthanol 24% et dont le pH était

ajusté a 5,9, a été filtrée et délivrée par une pompe (P1000XR; Spectra System) a un débit de 0.4

mL/min.

Les échantillons (20ul) ont été injectés dans le systéme HPLC a I'aide d'un injecteur automatique
(AS 3000; Thermo Separation Products, MA, USA). Les chromatogrammes sont enregistrés et

intégrés en utilisant le logiciel PC integration Azur (Datalys, Le Touvet, France).

Les surfaces des pics sont comparées a celles d’échantillons standards et les taux de
neurotransmetteurs ou métabolites, rapportés aux taux de protéines, sont exprimés en nmol ou

pmol/mg de tissus.

6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels PRISM (Graphpad, San Diego, CA, USA)
ou Sigma stat (SigmaPlot, USA). Selon le nombre de facteurs (traitement, sexe, temps), une
ANOVA a 2 ou 3 facteurs a été réalisée, suivie d’un test post hoc de Bonferroni, de Tukey ou de
Dunnett pour déterminer la nature d’une interaction significative ou le traitement responsable

d’un effet significatif.
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V. Résultats

1. Répartition des sexes par groupe

Nous avons effectué nos expériences sur 5 lots de souris. Un lot correspondait aux animaux issus
de trois ou quatre portées nées a la méme période ; dans chaque lot, les animaux étaient répartis
dans les 6 groupes de traitement. En effet pour des questions d'organisation, il nous était
impossible d’expérimenter tous les animaux en méme temps. Lors d'une expérience telle que
celle-ci, il est important d'avoir un nombre équivalent entre males et femelles pour pouvoir
interpréter séparément les résultats. Nous avons donc vérifié le ratio Males/(Males+Femelles)
exprimé en pourcentage (tableau n°4). Nous constatons que la répartition des sexes est bien

homogene dans les différents groupes de traitements permettant I'étude dans les deux sexes.

Tratement I F Il [ I F I F I F I F

MY {F
Controles 3 2 2 5 3 0 4 4 & 5 18 16 52,94%
ME 4 1 2 2 3 0 5 3 7 7 21 12 B1,76%
Ket 4 2 5 1 5 2 2 7 16 12 57,14%
Mem25 2 4 2 3 [ 2 2 3 12 12 50, 00%
Memz5 4 3 4 3 3 4 1 2 12 12 50,00%
Mg 4 3 3 4 4 4 2 1 12 12 52,00%
somme 21 15 18 18 29 12 16 0 13 12 79 E5 54, 86%
n/lot E E 36 36 25 169

Tableau n°4 : Répartition des sexes sur les 5 lots selon le traitement.

MK = MK-801; Ket = kétamine; Mem2,5 = mémantine 2,5 mg/Kg; Mem25 = mémantine 25 mg/Kg;

Mg = sulfate de magnésium.
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2. Effets des traitements par différents antagonistes non compétitifs des
récepteurs glutamatergiques de type NMDA sur la mortalité des animaux a
moyen ou long terme

Lors du sevrage, nous avons constaté que le nombre d’animaux traités a P5 et le nombre
d’animaux sevrés différaient du fait d’'une mortalité plus importante des animaux dans les jours
qui suivent la naissance. Nous avons donc recherché si les différents traitements aggravaient la
mortalité. Le taux de mortalité a été calculé lors du sevrage par rapport au nombre d’animaux

traités (tableau n°5). Le taux moyen de mortalité chez les contréles est de 7,50%.

PBS5 40 37 7,50%

ME-801 300 pg/kKe 49 39 20,41%
Kétamine 40 mg/Ke 44 40 9,09%
MEémantine 2,5 mg/ kg 29 26 10,34%
Meémantine 25 mg/Kg 35 21 11,43%
Magnésium 200 mg/kg 35 32 8,57%

Tableau n°5: Mortalité chez les animaux traités avec différents antagonistes des récepteurs

NMDA entre P5 et P21-30.

Bien que le MK-801 induisait pres de 2 fois plus de mortalité que les autres traitements, le test du
Chi2 ne décelait pas de différence significative entre les traitements (Chi 2 calculé =5,43 ; ddl =5 ;

< Chi2 théorique 11,07 (figure n°10).
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Figure n°10: Mortalité chez les animaux traités avec différents antagonistes des récepteurs

NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I'administration i.p. de PBS (Contréle), de Mémantine a 2,5 ou 25
mg/Kg (Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou
sc de Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des poids des animaux (25 a 36 animaux par

lot).
3. Effets des traitements par différents antagonistes non compétitifs des
récepteurs glutamatergiques de type NMDA sur le poids des animaux

Le poids des animaux est un index pour évaluer la toxicité des substances injectées a la souris a

moyen ou long terme.

Les poids des animaux ont été mesurés lors de I'injection a P5, lors du sevrage entre P21 et P30 et

a I'occasion des premiéres épreuves comportementales a P75.

La détermination du sexe des animaux n’a été réalisée qu’au sevrage afin de séparer les males et
les femelles ; c’est pourquoi nous ne disposons des données concernant le sexe qu’a partir de P21-

30.

Le poids moyen des animaux controles a P5 était de 2,97 +/- 0,08 g.
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Figure n°11: Poids des animaux le jour de leur traitement par les différents antagonistes des

récepteurs NMDA (P5) (A), au sevrage (P21-30) (B) et a I'age adulte (P75) (C).

Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem2,5 ou Mem25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (MgS04) ou s.c.
de Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des poids des animaux (25 a 36 animaux par
lot), comparées par une ANOVA 2 facteurs suivie d’un test post hoc ; ** : p<0,01 comparativement

aux controles ; *** : p<0,001 comparativement aux souris controles.

L'analyse de variance a un facteur (traitement) (F(5,187)=1,751) ne montre pas de différence
significative entre les groupes a P5, ce qui démontre ’lhomogénéité de la population incluse dans

chaque lot (figure n°11A).

Lors du sevrage a P21-30, le poids moyen des animaux contrdles s’élevait a 26,8 +/- 0,7 g chez les
males et 22,3 +/- 0,7 g chez les femelles. Une analyse de variance a 2 facteurs a été réalisée pour
comparer les poids des animaux selon leur sexe et le traitement recu a P5. Il n’apparait aucune

interaction significative entre les 2 facteurs (F(5,187) = 0,350). En revanche, un poids plus faible
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chez les femelles est retrouvé comparativement a celui des males (-9,23%, 16,8% ; p<0,001) dans
tous les groupes. En outre, il apparait une différence entre les traitements administrés a P5
(F(5,187) = 6,437 ; p<0,001) ; I'analyse post hoc a permis de déceler une diminution du poids des
souris qui avaient recu de la mémantine 25 mg/kg et du magnésium a P5 (-3,914% et -3,572%

respectivement; p<0,001) (figure n°11B).

A I'age adulte, le poids moyen des souris controles atteignaient 38,2 +/- 1,3 g chez les males et
29,0 +/- 1,3 g chez les femelles. Les souris des groupes mémantine 25mg/kg et magnésium avaient
rattrapé le poids des animaux des autres groupes puisqu’aucune interaction entre les facteurs
sexe et traitement n’était mise en évidence (F(5,178) = 0,942) et que seule la différence entre les

sexes était significative (F(1,178) = 330 ; p<0,001) (figure n°11C).

4. Epreuves comportementales

4.1. Activité locomotrice
Nous rappelons que les animaux ont été placés dans le dispositif pendant 3h dans I'obscurité, sans
eau, ni nourriture. Les mesures ont été faites pendant les 30 premiéres minutes, la premiere heure
et les 3 heures. L'activité verticale et la distance parcourue ont été mesurées. L'expérience est

réalisée a P75 sur 160 animaux.

4.1.1. ACTIVITE VERTICALE

L’analyse par ANOVA 2 voies des effets des traitements et du sexe met en évidence une différence
entre les sexes sur |'activité d’exploration verticale au cours des 3 heures d’enregistrement
(F(1,153)=6,790 ; p< 0,05) mais aucun effet des traitements n'a été mis en évidence (figure n°12).

On note I'absence de différence entre sexes chez les animaux traités par le magnésium.
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Figure n°12 : Activité verticale des animaux (P75) durant les 3h de |'expérience en fonction de leur

traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I'administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux (125 a 136 par lot), comparées par
une ANOVA 2 facteurs.

4.1.2. DISTANCE PARCOURUE

L’analyse par ANOVA 2 voies évaluant les effets du sexe et des traitements ne montre aucune
interaction entre les deux facteurs mais un effet du sexe avec une plus grande activité des
femelles a partir d’'une heure d’enregistrement (F(5,152)=7,678 ; p<0.01) (figure n° 13B) et
confirmée au terme des 3 heures (F(5,151)=13,98 ; p<0.001) (figure n°13C). L’analyse par ANOVA 2
voies des effets du sexe et de chaque traitement par rapport aux contrdles au cours des 3 heures
du test ne montre pas d'interaction entre les facteurs sexe et traitement mais détecte des
réductions d’activité chez les femelles traitées par la mémantine a la dose de 25 mg/kg

(F(1,52)=6,850 ; p<0.05) ou par le MgS04 (200 mg/kg) ((F(1,53)=6,633 ; p<0.05).

Aucun effet des traitements par le MK-801 ou la kétamine n’a été mis en évidence par ce test.
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Figure n°13 : Distance totale parcourue par les animaux (P75) durant la premiere heure (A) et
durant les 3 heures de l'expérience (B) en fonction de leur traitement par les différents

antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I'administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2

facteurs suivi d’un test post hoc ; * : p<0,05 comparativement aux contréles.

4.2. Roue d'activité

Les mesures d’activité (temps de course, ...) dans la roue d'activité ont été collectées toutes les
heures pendant les 3 jours de I'expérience ou moyennées sur les 2 derniers nycthémeres. Le test a
permis de mesurer la distance de course dans la roue par les animaux. Contrairement au test de
I'activité locomotrice, on mesure I'activité de I'animal dans une cage ou I'animal vit normalement
avec un cycle jour/nuit respecté, il a la possibilité de se nourrir et de boire et dans ce contexte, la
souris a la possibilité d'avoir une activité ludique telle que la roue. Elle a été réalisée entre P82 et

P95 sur 168 animaux.

L'analyse globale par ANOVA 2 voies des effets du sexe et des traitements sur la distance
parcourue dans la roue pendant les 72 heures montre une différence entre les sexes. Les femelles
parcourent significativement plus de distance que les males (F(1,156)=49,93, p< 0.001). L’analyse
post-hoc par le test de Dunn montre un effet du sexe significatif dans les groupes contréles

(t=4,422, ddI=32, p <0,001), traités par le MK-801 (t=3,295, ddl=24, p<0,001), par la kétamine
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(t=2,731, ddI=33, p<0,05) ou par la mémantine (2.5 mg/kg)(t=3,810, dd|=22, p<0,01) . En revanche,
le traitement par la mémantine (25 mg/kg) ou par le MgS04 (200 mg/kg) abolit cette différence
entre les sexes (t=1,007, ddI=22) et (t=2,286, ddI=23) (figure n°14).

distance (m) 0
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Figure n°14 : Distance totale parcourue par les animaux (P82-95) durant les 3 jours de I'expérience
en fonction de leur traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2
facteurs suivi d’un test post hoc ; ¢ : p<0,05 par rapport au sexe opposé ; 00 : p<0,01 par rapport

au sexe opposé ; 000 : p<0,001 par rapport au sexe opposé.

L’analyse des profils comportementaux au cours des 3 jours montre des différences de répartition
de I'activité au cours du temps, avec une activité plus soutenue la nuit que le jour. En particulier, le
premier nycthémeére differe notablement des deux suivants : l'introduction des animaux dans le
dispositif vers 14h a favorisé |'éveil diurne et I'exploration de la nouvelle cage. Nous avons analysé
par ANOVA a 2 voies la répartition de I'activité en fonction du temps (sur les 2 derniers jours) et du
traitement, séparément pour chaque sexe. Les analyses de chaque traitement dans les deux sexes
montrent une variation significative de I'activité en fonction du temps (p<0,001) (figure n°15).
Chez les males, on observe des effets significatifs des traitements par le MK-801 (F(1,2376)=7,160 ;
p<0,01), la kétamine (F(1,2808)=15,47 ; p<0,001), la mémantine (25 mg/kg) ( F(1,2088)=73,15 ;
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p<0,001) et le MgS04 (F(1,2160)=27,82 ; p<0,001) sans interaction avec le temps. L'activité est
accrue par ces traitements. Le traitement par la mémantine (2,5 mg/kg) n’affecte pas cette activité
(F(1,2)=0,005). L’analyse des effets du temps et de la mémantine 25 mg/kg montrent une
interaction des deux termes (F(71,2)=1,37 ; p< 0,05) attestant d’une altération de I'organisation

nycthémeérale de I'activité par le traitement.

Chez les femelles aucune analyse de I'activité au cours du temps en fonction du traitement par
ANOVA 2 voie ne met en évidence une interaction entre les facteurs traitement et temps ou un
effet des traitements par la kétamine et le MgS04. En revanche, une interaction est observée avec
la variation temporelle chez les femelles traitées par le MK-801 (F(71,16)=1,351 ; p<0,05), par la
mémantine aux deux doses de 2,5 mg/kg (F(71,18)=1,61 ; p<0,01 et de 25 mg/kg (F(71,18)=1,625 ;
p<0,001). Les analyses post-hoc par le test de Bonferronni montrent des différences significatives
sur quelques intervalles de temps. Dans le groupe de femelles traitées par le MK 801, une
réduction d’activité est significative a la fin de la deuxiéme période d’obscurité (figure n°15a).
Dans le groupe de femelles traitées par la mémantine (2,5 mg/kg), une augmentation d’activité est
observée en fin de période d’obscurité du 3éme nycthémeére alors que dans le groupe de femelles
traitées par la mémantine (25 mg/kg), une diminution d’activité est observée en fin de période

d’obscurité du 2éme nycthémere (figure n°15c).

Alors que chez les males les traitements néonataux par la kétamine, la mémantine (25mg/kg) ou
par le MgS04 induisent des augmentations de I'activité nocturne a I’age adulte, chez les femelles,
les effets du MK-801, et de la mémantine sont essentiellement des tendances a diminution de

I’activité nocturne.
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Figure n°15 : Distance moyenne parcourue par les animaux (P82-95) durant les 2 derniers jours de
I'expérience en fonction de leur traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Comparaison des contrdles avec le MK-801 (a), la kétamine (b), la
mémantine aux 2 dosages (c) et le magnésium (d). La couleur rouge représente les femelles et la

couleur bleue les males.

4.3. Test de suspension par la queue (TST)

Le test de suspension par la queue évalue le degré de résignation des animaux. Le test est

effectué sur 174 animaux, a I'age de 3 mois (entre P97 et P100).

120 + 0

100 -

80 - 0

B Males
60 -
M Femelles

40 -

20 -

C Ket MK Mem1 Mem?2 Mg

Figure n°16 : Temps d'immobilité des animaux (en secondes) (P97-100) durant les 6 minutes du

test en fonction de leur traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2
facteurs suivi d’un test post hoc ; ¢ : p<0,05 par rapport au sexe opposé ; * p<0,05 par rapport aux

controles du méme sexe.
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L'analyse globale par ANOVA a 2 voies des effets du sexe et des traitements sur I'immobilité lors
du test de suspension par la queue pendant 6 minutes montre une interaction entre le sexe et les
traitements recus a P5 (F(5,162) = 0,043, P<0,05). Les femelles ont un temps d'immobilité plus
élevé que les males (F(1,162) = 2,347, P< 0,001). L'analyse post-hoc par le test de Tukey montre
une différence entre males et femelles chez les animaux ayant été traités par le MK-801 (-41%
versus femelles, P< 0,05), et par la mémantine 2,5 mg/kg (-43% versus femelles, P< 0,05) et 25
mg/kg (-66%, P< 0,05), en effet les femelles sont plus immobiles que les males, les males sont plus
actifs et se résignent plutot moins avec chacun de ces 3 traitements. Par ailleurs, les femelles
traitées avec la mémantine a 25mg/kg (+53%, P< 0,05) étaient plus résignées que les femelles

controles.

5. Effets des traitements par difféerents antagonistes non compétitifs des
récepteurs glutamatergiques de type NMDA sur les taux cérébraux de
neurotransmetteurs et de leurs métabolites

Apres I'évaluation du comportement des souris dans diverses épreuves, le taux de différents
neurotransmetteurs et de leurs métabolites étaient évalués par HPLC et détection
électrochimique dans des structures cérébrales disséquées a I'dge de 3,5 mois (entre P106 et

P120).

Les résultats des dosages de glutamate et GABA sont présentés au paragraphe 5.1 et les taux de

monoamine au paragraphe 5.2 ci-dessous.

5.1. Effets sur les taux cérébraux de glutamate, de glutamine, de GABA et sur les
rapports glutamate / glutamine ou glutamate / GABA

5.1.1. CORTEX FRONTAL

Le taux de glutamate (GLU) dans le cortex frontal chez les animaux témoins (sexes confondus)
étaient de 480 +/- 61 uM/mg prot; celui de glutamine (GLN) s’élevait a 158 +/- 18 uM/mg prot et
celui de GABA a 139 +/- 20 uM/mg prot. Le rapport glutamate / glutamine (GLU/GLN) était de 3,2
+/- 0,3 et le rapport glutamate / GABA (GLU/GABA) de 4,1 +/- 0,5.
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Figure n°17 : Taux de glutamate (a), de glutamine (b), et de GABA (c) mesurés et rapports taux de

glutamate / taux de glutamine (d) et taux de glutamate / taux de GABA (e) calculés a P105 dans le

cortex frontal des 160 animaux (en uM/mg de prot) en fonction de leur traitement par les

différents antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg

(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de

Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2

facteurs suivie d’un test post hoc. * : p<0,05 par rapport au sexe opposé; ***: p<0,001 par

rapport au sexe opposé ; 00 : p<0,01 par rapport aux controles; 000 : p<0,001 par rapport aux

controles.

63




L’ANOVA a 2 facteurs réalisée sur les taux de glutamate (GLU), de glutamine (GLN) ou de GABA ne
décele aucune interaction significative entre les facteurs traitement et sexe (respectivement
F(5,148)=0,823 ; F(5,148)=0.417 ; F(5,148)=0,903). Les taux ne variaient pas significativement
entre sexes (respectivement F(1,148)=0,637 ; F(1,148)=0,337, F(1,148)=0,678).

En revanche un effet significatif global des différents traitements est retrouvé avec les taux de
glutamate (F(5,148)= 2,89 ; p<0,05) et de GABA (F(5,148)=2,964 ; p<0,05) (figures n°17a et 17c)
mais pas avec ceux de GLN (F(5,148)=0,175) (figure n°17b). Le test post hoc de Tukey révélait que

la kétamine réduisait le taux de glutamate (-34,4% ; p<0,05) dans le cortex frontal (figure n°17a).

L’analyse statistique du seul rapport GLU/GABA ne montre aucune interaction significative entre
les facteurs traitement et sexe (F(5,147)=0,985), aucune variation significative selon le sexe ou le

traitement (respectivement F(1,147)=0,920 ; F(1,147)=0,323) (figures n°18d et 18e).

Cependant, une interaction apparait évidente pour le GLU rapporté a la GLN (F(5,148)=2,961 ;
p<0,05). Alors que ce rapport GLU/GLN était plus bas chez les femelles que chez les males sous
PBS (- 16,6% ; p<0,001), les traitements annihilaient la différence entre sexes, voire I'inversaient
comme dans le cas du MK-801 (+ 35,0% ; p<0,05). En effet, le rapport GLU/GLN dans le cortex
frontal était significativement réduit chez les males traités a P5 par le MK-801, la Kétamine, la

mémantine (p<0,001) ou le MgS04 (p<0,01) (figure n°17d).
Concernant le rapport GLU/GABA, il n’était modifié par aucun traitement administré a P5 chez les
souris adultes comparativement aux souris adultes controles (figure n°17e).

5.1.2. CORTEX PARIETAL

Les taux de glutamate dans le cortex pariétal chez les animaux témoins étaient de 380 +/- 30
UM/mg prot; celui de glutamine s’élevait a 132 +/- 13 uM/mg prot et celui de GABA a 395 +/- 49
UM/mg prot. Le rapport glutamate / glutamine est de 3,1 +/- 0,2 dans le cortex pariétal et le

rapport glutamate / GABA de 1,1 +/- 0,1.
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Figure n°18 : Taux de glutamate (a), de glutamine (b) et de GABA (c) mesurés et rapports taux de
glutamate / taux de glutamine (d) et taux de glutamate / taux de GABA (e) calculés a P105 dans le
cortex pariétal des 160 animaux (en uM/mg prot) en fonction de leur traitement par les différents

antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket).
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L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de glutamate (GLU), de glutamine (GLN) ou de GABA ne
décele aucune interaction significative entre les facteurs traitement et sexe (respectivement
F(5,147)=0,377 ; F(5,148)=0,797 ; F(5,148)=0,775). Les taux ne variaient pas significativement
entre sexes (respectivement F(1,147)=3,327 ; F(1,148)=0,010, F(1,148)=1,022).

Il n'y avait pas non plus d'effet significatif au niveau des différents traitements avec le glutamate,
la glutamine et le GABA (respectivement F(5,147)=0,865 ; F(5,148)=0,972 ; F(5,148)=0,775) (figures
n° 18a, 18b et 18c).

L'analyse statistique du rapport GLU/GLN ne montrait aucune interaction significative entre les
facteurs traitement et sexe (F(5,147)=0,614) ni aucune variation significative selon le traitement
(F(5,147)=1,461). Cependant un effet sexe global est retrouvé pour le rapport GLU/GLN, le rapport
dans le cortex pariétal est significativement plus élevé chez les femelles que chez les males

(F(1,146)=6,255 ; p<0,01). Le test post-hoc de Tukey nous le confirme (figures n°18d).

L'analyse statistique du rapport GLU/GABA ne montrait aucune interaction significative entre les
facteurs traitement et sexe (F(5,147)=0,253) ni aucun effet significatif sur les traitements

(F(5,147)=0,331) ni aucune variation significative selon le sexe (F(1,147)=1,677).
5.1.3. STRIATUM

Les taux de glutamate dans le striatum chez les animaux témoins étaient de 67,5 +/- 7,4 uM/mg
prot; celui de glutamine s’élevait a 338 +/- 32 uM/mg prot et celui de GABA a 312 +/- 60 uM/mg
prot . Le rapport glutamate / glutamine était de 2,0 +/- 0,2 et le rapport glutamate / GABA de 4,6
+/-1,2.
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Figure n°19: Taux de glutamate (a), de glutamine (b) et de GABA (c) mesurés et rapports taux de
glutamate / taux de glutamine (d) et taux de glutamate / taux de GABA (e) calculés a P105 dans le
striatum des 160 animaux (en 10°M/mg prot) en fonction de leur traitement par les différents

antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I'administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2
facteurs suivie d’un test post hoc; * : p<0,05 par rapport aux controles. ; ** : p<0,01 par rapport

aux controles ; *** : p<0,001 par rapport aux controles.
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L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de glutamate (GLU), de glutamine (GLN) ou de GABA ne

décele aucune interaction significative entre les facteurs traitement et sexe (respectivement

F(5,147)=1,343 ; F(5,147)=1,178; F(5,147)=0,967).

Les taux varient significativement entre les sexes uniqguement pour le GABA (F(1,147)=4,576 ;
p<0,05). Cependant , en observant les histogrammes, cette différence manifeste chez les animaux
traités par I'un des antagonistes, n’est pas retrouvée chez les animaux contrdles ou traités par le
MgSO4. Les antagonistes des récepteurs NMDA, mis a part le MgSO4 induiraient cet écart dans les
taux de GABA selon le sexe en augmentant de maniére non significative les taux des souris males

et en abaissant ceux des souris femelles dans le striatum (figure n°19c).

Un effet significatif global des différents traitements est retrouvé avec les taux de glutamate
(F(5,147)=4,109 ; p<0,01) et de GABA (F(5,147)=3,423; p<0,01) (figures n°19a et 19c) mais pas avec
ceux de la glutamine (F(5,147)=0,380). Le test post hoc de Tukey révélait que la kétamine, la
mémantine a 25 mg/kg et le MgS0O4 réduisaient le taux de glutamate (respectivement -35,4% ;
p<0,05 ; -40,7% ; p<0,01 ; -35,4% ; p<0,05) dans le striatum (figure n°19a) tandis que le MgSO4
augmentait celui de GABA (+59,3% ; p<0,05) (figure n°19c).

De maniere similaire, 'analyse statistique des rapports GLU/GLN et GLU/GABA ne montrait
aucune interaction significative entre les facteurs traitement et sexe (respectivement
F(5,147)=1,414 ; F(5,147)=0,566). Un effet significatif entre les traitements sur les deux
parameétres GLU/GLN (F(5,147)=5,424 ; p<0,001) et GLU/GABA (F(5,147)=4,467 ; p<0,01)
conduisait a une analyse post hoc. Ainsi, il apparait que I'administration a P5 de kétamine, de
magnésium ou de mémantine, aux deux doses, abaissait le rapport GLU/GLN (entre -19,4% et -
27,9% ; p<0,05 ; p<0,001 et p<0,01 respectivement) dans le striatum des souris adultes (figure
n°19d).

Concernant le rapport GLU/GABA, la kétamine et le magnésium administrés a P5 chez les souris
abaissaient également son taux comparativement aux souris adultes controles (respectivement -

70,5% ; p<0,05 et -71,3% ; p<0,05) (figure n°19e).
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5.2. Effets sur les taux cérébraux de noradrénaline (Nad), dopamine (DA),
sérotonine (5HT) et des métabolites DOPAC (acide 3,4-dihydroxyphénylacétique),
5HIAA (acide 5-hydroxyindolacétique) et sur les rapports DOPAC/DA et SHIAA/SHT

5.2.1. CORTEX FRONTAL

Les taux de noradrénaline (Nad) dans le cortex frontal chez les animaux témoins étaient de 18,5
+/- 3,5 pM/mg prot ; celui de dopamine(DA) s’élevait a 14,9 +/- 3,7 pM/mg prot et celui de DOPAC
a9,5+/-1,5 pM/mg prot. Les taux de sérotonine (5HT) étaient de 34,6 +/- 2,9 pM/mg prot et ceux
de 5HIAA de 9,8 +/- 0,9 pM/mg prot. Le rapport DOPAC / dopamine (DOPAC/DA) était de 97 +/-
14,8 et le rapport SHIAA / sérotonine (S5HIAA/5HT) de 28 +/- 1,4.
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Figure n°20: Taux de noradrénaline (a), de dopamine (b), de DOPAC (c), rapport taux de DOPAC/
taux de dopamine (d), taux de sérotonine (e), de 5HIAA (f) et rapport taux de 5HIAA/ taux de
sérotonine (g) mesurés/calculés a P105 dans le cortex frontal des 160 animaux (en pM/mg prot)

en fonction de leur traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.
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Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket).

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux noradrénaline ne décéle aucune interaction significative
entre les facteurs traitement et sexe (F(5,142)=0,995). Les taux ne varient pas entre les sexes
(F(1,142)= 0,698). Un effet significatif global des différents traitements est retrouvé avec les taux
de noradrénaline (F(5,142)=2,675 ; p<0,05) mais le test de Tukey ne met pas en évidence de

différence avec le groupe Contréle (figure n°20a).

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de dopamine, de DOPAC et sur le rapport DOPAC /
dopamine ne décele aucune interaction significative entre les facteurs traitement et sexe
(respectivement F(5,137)=0,664 ; F(5,144)=1,616; F(5,138)=1,477). Les taux ne varient pas
significativement entre les sexes (respectivement F(1,137)= 2,005 ; F(1,144)=0,0123 ;
F(1,138)=0,424). Aucun effet significatif global des différents traitements n'est retrouvé avec les
taux de dopamine, de DOPAC et le rapport DOPAC / dopamine (respectivement F(5,137)=0,762 ;
F(5,144)=2,227 ; F(5,138)=1,396) (figures n°20b, 20c et 20d).

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de sérotonine, de SHIAA et sur le rapport S5HIAA /
sérotonine ne décele aucune interaction significative entre les facteurs traitement et sexe
(respectivement F(5,145)=1,029 ; F(5,147)=1,439 ; F(5,145)=0,986). Les taux varient
significativement entre les sexes pour le 5HIAA et le rapport SHIAA / sérotonine (respectivement
F(1,147)= 4,152 ; p<0,05 ; F(1,145)=24,650 ; p<0,001), en effet ces taux sont plus élevés chez les

femelles dans le cortex frontal. Il n'y a pas d'effet sexe concernant la sérotonine (F(1,145)=0,278).

Un effet significatif global des différents traitements est retrouvé avec les taux de sérotonine et de
S5HIAA (respectivement F(5,145)=2,812 ; p<0,05 et F(5,147)=2,962 ; p<0,05), mais pas pour le
rapport S5HIAA / sérotonine (F(5,145)=1,142). Cependant le test de Tukey ne met pas en évidence

de différences avec le groupe Controle.
5.2.2. CORTEX PARIETAL

Les taux de noradrénaline dans le cortex pariétal chez les animaux témoins étaient de 25,4 +/- 2,4
pM/mg prot; celui de dopamine s’élevait a 7,5 +/- 1,5 pM/mg prot et celui de DOPAC a 8,7 +/- 1,2
pM/mg prot. Les taux de sérotonine étaient de 27,89 et ceux de 5HIAA de 9,5 +/- 2,8 M/mg prot.

Le rapport DOPAC / dopamine était de 162 +/- 33 et le rapport 5HIAA / sérotonine de 34 +/- 1,8.
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Figure n°21 : Taux de noradrénaline (a), de dopamine (b), de DOPAC (c) et rapport taux de DOPAC/
taux de dopamine (d), taux de sérotonine (e), de 5HIAA (f) et rapport taux de 5HIAA/ taux de
sérotonine (g) mesurés/calculés a P105 dans le cortex pariétal des 160 animaux (en pM/mg prot)

en fonction de leur traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.
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Chaque souris recevait a P5 I"administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2
facteurs suivie d’un test post hoc: ***: p<0,001 par rapport au sexe opposé ; ** : p<0,01 par
rapport au sexe opposé ; * : p<0,05 par rapport au sexe opposé ; 000 : p<0,001 par rapport aux

contréles ; 00 : p<0,01 par rapport aux contréles ; ¢ : p<0,05 par rapport aux controles.

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux noradrénaline décele une interaction significative entre
les facteurs traitement et sexe (F(5,147)=2,616 ; p<0,05). Le test post-hoc de Tukey montre une
différence trées significative entre les males et femelles contréles, en effet le taux de noradrénaline
est bien plus élevé chez les males (+91,7%, p<0,001). Cette différence entre males et femelles
contrbles est gommeée avec tous les traitements qui tendent a augmenter le taux chez les femelles

et a le réduire chez les males (figure n°21a).

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de dopamine ne décéle aucune interaction entre les
facteurs sexe et traitements (F(5,147)=1,333), ni aucun effet de chaque facteur (F(1,147)=1,415 et
F(5,147)=1,069 respectivement).

Une interaction significative entre les facteurs sexe et traitement est retrouvée avec le DOPAC
(F(5,146)=6,669 ; p<0,001) et le rapport DOPAC/DA (F5,146)=2,913, ; p<0,05) .

Le test post-hoc de Tukey montre une différence significative entre males et femelles contréles,
ainsi le taux de DOPAC chez les males témoins est beaucoup plus élevé que celui des femelles
(+163 % ; p<0,001) (figure n°21c). Cette différence entre males et femelles controles est gommée
avec les traitements, et méme inversée avec la kétamine ou les males ont un taux de DOPAC
significativement plus faible que celui des femelles (-55% ; p<0,01). Ainsi la kétamine accroit le
taux de DOPAC chez les femelles (+ 126%, p<0,05) tandis que la kétamine, la mémantine aux 2
doses (2,5 et 25 mg/kg) et le MK-801 I'abaissent de maniére significative chez les males ( entre -9%

et -45% ; p<0,001 a p<0,05) (figure n°21c).

De méme pour le rapport DOPAC/DA, la différence entre males et femelles contrdles (- 52%,
p<0,01) est abolie avec les traitements et inversée avec la kétamine ou le rapport DOPAC/DA des
males est significativement plus faible que celui des femelles (-55% ; p<0,05). En effet, ce rapport
est largement diminué chez les males soumis a la kétamine, au MgS04 ou a la mémantine (de -

57% a -70% ; p<001 & p<0,05).
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L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de sérotonine et de 5HIAA montre une interaction entre
les deux facteurs sexe et traitements (respectivement F(5,147)=5,860, p<0,001 ; F(5,148)= 7,550,
p<0,001 ; ce qui n'est pas le cas pour le rapport 5HIAA/5HT (F(1,148)=0,462) qui apparait

néanmoins supérieur chez les femelles traitées (F(1,147)=11,434 ; p<0,001).

Le test de Tukey révéle une différence significative entre les taux de sérotonine et de S5HIAA des
males et femelles contrdles, qui sont beaucoup plus élevés chez les males (+60% et 69%
respectivement ; p<0,001) (figures n°21e et f). Cette différence entre males et femelles contréles
est abolie avec les traitements, et méme inversée avec la kétamine (+50%, p<0,05 et +70%, p<0,01
respectivement), le MgS04 (+53 %, p<0,01 et +80% , p<0,001 respectivement )et la mémantine a
la dose la plus forte (+49% et +65% respectivement ; p<0,05). Ainsi le MgSO4 et la kétamine
accroissent le taux de sérotonine (+72%, p<0,01 et +58% , p<0,05 respectivement) et celui de
S5HIAA (+102%, p<0,001 et +67% , p<0,05 respectivement) chez les femelles tandis que la
kétamine, la mémantine et le MK-801 les abaissent de maniére significative chez les males ( entre

-32% et -43% ; p<0,05 a p<0,01) (figures n°21e et f).
5.2.3. STRIATUM

Les taux de noradrénaline dans le striatum chez les animaux témoins étaient de 4,2 +/- 0,6 M/mg
prot ; celui de dopamine s’élevait a 2010 +/- 181 pM/mg prot et celui de DOPAC a 113 +/- 13
pM/mg prot. Les taux de sérotonine étaient de 28,9 +/- 3,4 pM/mg prot et ceux de 5HIAA de 26,0
+/- 3,7 M/mg prot. Le rapport DOPAC / dopamine était de 5,45 +/- 0,3 et le rapport 5HIAA /

sérotonine de 89,0 +/- 6,1.
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Figure n°22 : Taux de noradrénaline (a), de dopamine (b), de DOPAC (c) et rapport taux de DOPAC
/ taux de dopamine (d), taux de sérotonine (e), de 5HIAA (f) et rapport taux de S5HIAA / taux de
sérotonine (g) mesurés/calculé a P105 dans le striatum des 160 animaux (en pM/mg prot) en
fonction de leur traitement par les différents antagonistes des récepteurs NMDA.

Chaque souris recevait a P5 I'administration i.p. de PBS (C), de Mémantine a 2,5 ou 25 mg/Kg
(Mem 2,5 ou Mem 25), de MK-801 a 300ug/Kg (MK), de Magnésium a 200 mg/Kg (Mg) ou s.c. de
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Kétamine a 40 mg/Kg (Ket). Moyennes +/- SEM des animaux, comparées par une ANOVA 2
facteurs suivie d’un test post hoc : * : p<0,05 par rapport au sexe opposé ; ¢ : p< 0,05 par rapport

aux controles.

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux noradrénaline ne décéle aucune interaction significative
entre les facteurs traitement et sexe (F(5,147)=1,018). Les taux ne varient pas entre les sexes
(F(1,147)=2,450). Aucun effet significatif global des différents traitements n'est retrouvé avec les

taux de noradrénaline (F(5,145)=1,880) (figure n°22a).

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de DOPAC et sur le rapport DOPAC / dopamine ne décele
aucune interaction significative entre les facteurs sexe et traitement (respectivement
F(5,147)=1,162 ; F(5,146)=0,720 ) , ni aucun effet de chacun des facteurs, sexe (respectivement
F(1,147)=0,056 ; F(1,146)=0,552 )ou traitement (respectivement F(5,147)=0,153 ; F(5,146)=0,855 ).

Une interaction significative entre les facteurs sexe et traitement est retrouvée avec la dopamine
(F(5,146)=2,908 ; p<0,05). Le test post-hoc de Tukey montre une différence significative entre les
souris controles males et femelles, ainsi le taux de dopamine chez les males est plus élevé que
celui des femelles (+33,0% ; p<0,05). Cette différence entre males et femelles est gommeée avec
tous les traitements, et méme inversée avec la kétamine ou les males ont un taux de dopamine
significativement plus faible que celui des femelles (-31,5% ; p<0,05) (figure n°22b). Aussi, la

kétamine accroit significativement le taux de dopamine des femelles (+ 47%, p<0,05).

L’ANOVA 2 facteurs réalisée sur les taux de sérotonine, de 5HIAA et sur le rapport 5HIAA /
sérotonine ne décele aucune interaction significative entre les facteurs sexe et traitement
(respectivement F(5,147)=1,834 ; F(5,147)=1,812 ; F(5,147)=1,374) ni aucun effet significatif des
traitements (respectivement F(5,147)=1,476 ; F(5,147)=0,858 ; F(5,147)=0,938). En revanche, les
taux de 5HIAA et de 5HT varient entre les sexes (respectivement F(1,147)= 6,672; F(1,147)=6,573 ;
p<0,05 ), ce qui n"est pas le cas du rapport SHIAA/5HT (F(1,147)=0,167).
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VI. DISCUSSION

1. Effet des traitements par les antagonistes des récepteurs NMDA sur la
mortalité et le poids des animaux

La période néonatale est une période pendant laquelle le souriceau est encore tres fragile, il est
dépendant de sa mere qui l'allaite et doit gagner sa place. De plus il est encore immature a cet
age, et méme moins mature que I'étre humain au méme age. Le risque de mortalité pendant cette
période est accru, c'est pourquoi nous calculons la mortalité lors de cette période. La mortalité

chez les témoins était de 7,5 % en moyenne.

Concernant les effets a long terme des différents antagonistes, on constate qu'il n'y a pas de
différence significative entre les traitements, cela signifie qu'aucun traitement n'aggrave la
mortalité. On note cependant que la mortalité des animaux traités par le MK-801 est pres de deux
fois plus importante que celle des autres groupes, en effet cette différence avec les autres
traitements est compréhensible car le blocage des récepteurs NMDA par le MK-801 est plus long

et pratiguement irréversible.

Concernant la kétamine, la mémantine ou le magnésium, il n'y a pas de différence de mortalité par
rapport aux témoins, ce qui est rassurant en terme d'absence de toxicité chez le souriceau, et

d'utilisation neuroprotectrice éventuelle chez I'humain

Concernant le poids, a P5, la population est homogéne, on ne retrouve aucune différence
significative entre les traitements. Lors du sevrage, nous observons une diminution du poids par
rapport aux contréles chez les animaux traités par le magnésium et par la mémantine a 25 mg/kg.
Dans plusieurs études, dont celle de Gorter et de Bruin (1992), c'est le poids des animaux traités
par le MK-801 a dose chronique qui diminue transitoirement. Ce ralentissement de croissance est
ensuite rattrapé puisqu'a P75 on n'observe plus de différence entre les traitements, il n'y a donc
plus de déficit de poids avec ces deux traitements. La croissance des animaux semble normale,
quel que soit le traitement. Nous pouvons cependant nous interroger sur |'évolution des
comportements moteur et psychomoteur a I'age adulte chez les souris ayant été traitées par la
mémantine a forte dose et le magnésium. Ce ralentissement de croissance est inattendu
concernant ces deux antagonistes puisqu'ils exercent un blocage voltage-dépendant et donc plus
labile du récepteur NMDA que le MK-801 ou la kétamine. La baisse transitoire du poids peut nous

interpeller sur le développement cérébral des animaux, d'ou la nécessité de tester les animaux a
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I'dge adulte grace aux épreuves comportementales. Une hypothése pourrait étre que ces effets ne

soient pas des effets NMDA.

2. Effet des traitements par les antagonistes des récepteurs NMDA sur le
comportement

2.1. Effets des traitements sur |'activité locomotrice

Lors du test de l'activité locomotrice, nous avons mesuré |'activité verticale des animaux et la
distance parcourue sur les 30 premiéres minutes, la premiere heure et les 3 heures de
I'expérience. Pendant les 30 premieres minutes, la souris explore le nouvel environnement qui lui
est encore inconnu, il y a un phénomeéne de curiosité, de découverte évalué par la distance totale,
mais aussi une part d'anxiété, évaluée par lI'activité verticale. L'animal recherche une
échappatoire, une issue, il regarde ou il peut dormir; longe les parois pour se rassurer. Nous
n'observons rien de significatif pendant cette période, ni au niveau de la distance parcourue ni au

niveau de |'activité verticale, les traitements ne semblent pas augmenter I'anxiété des animaux.

Apres la premiere heure, les animaux sont moins actifs du fait de la familiarisation, nous avons
mesuré leur activité basale, qui tient compte de plusieurs facteurs comme leur capacité cognitive.
A partir de la 1ére heure pour la distance parcourue et durant les 3h pour l'activité verticale, on
observe un effet sexe important avec une plus forte activité chez les femelles que chez les males.
L'étude d'Aligny et coll. (2014) ne montrait pas de différence entre sexes chez les contréles,
comme dans notre étude lors de la premiére demi-heure. En revanche, nos résultats et ceux de
Lecointre et coll. (2015) montrent une activité nocturne plus soutenue des souris femelles dans la
roue d'activité et s'accordent avec nos données d'activité locomotrice, aprés une heure de

familiarisation.

Dans notre étude, les souris femelles traitées par la mémantine a 25 mg/kg et par le magnésium
parcourent significativement moins de distance que les autres femelles, il n'y a donc plus de
différence male/femelle pour ces 2 traitements. Ces résultats difféerent de ceux obtenus avec la
kétamine et le MK-801, qui pourtant bloquent les récepteurs NMDA de maniére plus soutenue
gue le magnésium et la mémantine. On peut expliquer ces résultats inattendus par le fait que le
magnésium développe d'autres effets : en effet il peut également bloquer des canaux calciques.
De méme, la mémantine n'est pas spécifique des récepteurs NMDA et peut bloquer ou activer
d'autres récepteurs comme les récepteurs cholinergiques ou sérotoninergiques.
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Parallelement, les traitements diminuent le rapport GLU/GLN dans le cortex frontal et le striatum,
et le taux de glutamate dans le striatum. Cette altération de la transmission glutamatergique dans
des structures cérébrales connues pour controler la locomotion pourrait expliquer la baisse
d'activité locomotrice induite par la mémantine et le magnésium. Elle indique néanmoins que les
conséquences neurochimiques de I'administration néonatale de kétamine et de MK-801 sont les
mémes que pour la mémantine ou le magnésium et n'expligue donc pas les différences

rencontrées entre les antagonistes sur I'ALM.

Une autre hypothése est que le blocage voltage-dépendant exercé par la mémantine ou le
magnésium peut induire des effets différents de ceux développés aprés blocage continu du
récepteur NMDA produit par la kétamine ou le MK-801. Le MK-801 peut induire des effets
déléteres chez le souriceau (Vojtechova et coll, 2016); I'administration chronique de MK-801, chez
la souris adulte comme chez le souriceau, constitue d'ailleurs un modeéle de schizophrénie avec
I'apparition de troubles cognitifs et locomoteurs (Gorter et Bruin, 1992). Liu et coll. (2011)
montrait que le MK-801, administré pendant plusieurs jours chez le Rat, augmentait
effectivement leur activité locomotrice. De méme, Fredriksson et Archer (2003) montraient que la
kétamine ou le MK-801 administrés en période post-natale augmentaient I'hyperactivité chez les

souris.

Pour vérifier cette derniére hypothese, il faudrait explorer plus précisément les fonctions
cognitives (mémoire de travail,...), comme I'apprentissage olfactif associatif par exemple, associant

une odeur a une récompense.

Il faudrait également pouvoir mesurer les taux de neurotransmetteurs dans d'autres structures
cérébrales comme, par exemple, I'hippocampe qui est impliqué dans la mémoire de travail, et
vérifier si cette fonction cognitive n'est pas altérée dans nos conditions, en utilisant par exemple le

test de la reconnaissance d’objets.

On pourrait également rechercher si les antagonistes utilisés induisent des effets tardifs similaires
a ceux développés dans les modeles de schizophrénie. On pourrait ainsi envisager d'effectuer un
test de filtrage sensoriel tel que le test de startle-response. Le principe de ce test est de soumettre
la souris a un stimulus sonore intense et soudain, déclenchant un sursaut de sa part ;
I'administration d'un premier signal sonore a une fréquence infraliminaire (« prepulse » ne
provoquant pas seul le sursaut) juste quelques millisecondes avant le stimulus sonore, permet
d'atténuer le sursaut induit par le deuxieme son ; I'animal prend en compte le premier signal
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acoustique qui inhibe la réaction réflexe de sursaut : on parle alors de « prepulse inhibition ». Les
souris traitées chroniquement par la kétamine ou le MK-801 sursautent toujours autant qu'en
I'absence du prepulse (Canal et coll., 2001). Le fait de ne pas tenir compte du prepulse reproduit
une caractéristique de la schizophrénie : le schizophréne présente des troubles de I'association
impliguant notamment le cortex préfrontal (Woodcock et coll., 2016). Nous avons tenté de

réaliser ce test sans succes dans le temps de cette étude.

2.2. Effets des traitements sur la roue d'activité

L'ALM, mesurée au-dela de 30 minutes, reflete la familiarisation de la souris avec son nouvel
environnement, il prend en compte la capacité d'exploration et d'adaptation de la souris. Dans le
test de la roue d'activité, il y a également cette notion de familiarisation puisque la souris
commence par explorer sa nouvelle cage; le premier nycthémére differe d'ailleurs des deux
suivants. Dans |'épreuve de la roue d'activité, les animaux peuvent se nourrir et boire a volonté, au
contraire du test de I’ALM plus anxiogene pour la souris, puisque celle-ci n’a ni a boire, ni a
manger. Dans la mesure d’activité spontanée dans la roue, elles peuvent choisir de courir dans la
roue, qui est une occupation ludique et permet de mesurer une activité de défoulement ou

d'exercice, selon leur I'hnumeur.

Nous avons mesuré la distance parcourue par les animaux durant 3 jours dans la roue d'activité.
En regle générale, I'activité est plus soutenue la nuit. Dans notre étude le premier nycthémere
différait des deux suivants ; en effet, introduites vers 14h, les souris exploraient intensément la
roue et la différence d'activité entre le jour et la nuit était alors moins évidente que lors des deux
derniers nycthémeres. C'est pourquoi, nous nous sommes intéressés surtout aux résultats des

deux derniers jours.

Comme nous l'avons déja indiqué précédemment et remarqué pour I'ALM, les femelles

parcourent plus de distance que les males.

Chez les males, la kétamine, la mémantine a 25mg/kg et le magnésium augmentaient l'activité
dans la roue durant les deux derniéres nuits alors que chez les femelles, la mémantine la réduisait.

La différence entre males et femelles s'estompait ainsi.

Dans I'étude d'Aligny et coll. (2014), les femelles issues de meres traitées par la kétamine
parcouraient tres significativement plus de distance lors de |'activité locomotrice que les contréles;

ce n'est pas le cas ici, mais la dose et les modalités d'injection (injection in utero de 50mg/kg de

80



kétamine) different par rapport a notre étude. Nos résultats concernant la kétamine différent
également de ceux obtenus par I'étude de Lecointre et coll. (2015) (injection a P2, P5 et P10 de
kétamine a 40mg/kg); en effet elle montre une augmentation de l'activité chez les femelles
traitées par la kétamine a P5. La littérature explore peu ces effets, nous avons donc peu
d'éléments de comparaison. On remarque que la sensibilité au produit semble tres dépendante de
I'age.

Dans les deux types de test (ALM et roue), un autre aspect moteur est a prendre en compte : la
coordination motrice. Un défaut de coordination motrice pourra induire un déficit locomoteur.
Dans notre étude, il n'y a pas de déficit avec les différents traitements dans les 30 min d'ALM, et
méme l'activité des males dans la roue est plutét augmentée ; ces deux résultats plaident en
défaveur d'un trouble de la coordination motrice. Une autre étude mesurant la coordination
motrice a I'aide du test « Catwalk » a été réalisée au laboratoire, elle montrait qu'il n'y avait pas de
modification de la coordination des mouvements chez I'adulte apres traitement néonatal par
mémantine (Raas, 2015). Lors de cette étude, les souris ayant été traitées par la mémantine a 25
mg/kg (forte dose dans notre étude) ont également subi le test du « Rotarod » et le « test du
mat», mesurant les performances motrices. La encore, il ne semblait pas y avoir de baisse de la
coordination motrice des animaux traités avec la mémantine par rapport a ceux ayant recu du
PBS. La baisse d'activité lors de I'activité locomotrice chez les animaux et dans la roue chez les
femelles ayant été traités par la mémantine dans notre étude ne semble donc pas liée a un

probleme de coordination motrice.

L'activité de la roue pourrait étre aussi influencée par I'humeur des animaux ; en effet un animal

. N . . . . \ . ., .
qui est « déprimé » va plutot se blottir dans un coin, tandis qu'un animal qui s’adapte bien a
I’environnement va aller courir dans la roue. C'est pourquoi, pour confirmer ces informations,
nous avons ensuite effectué sur les mémes animaux le test de suspension par la queue, qui est
notamment utilisé pour tester les effets antidépresseurs d'agents pharmacologiques chez la

Souris.

2.3. Effets des traitements sur le test de suspension par la queue

Nous avons mesuré le temps d'immobilité de I'animal sur toute la durée de |'expérience. Les souris
se retrouvent dans une situation inconfortable, téte en bas, et n'ont de cesse de se redresser, puis

finissent par se résigner et s'immobiliser. Ce test permet de mesurer le critere de résignation et
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est souvent assimilé a un test de « dépression » puisqu'il est utilisé dans le criblage des
antidépresseurs. Les souris femelles s'immobilisent plus rapidement que les males, elles se
résignent plus précocement. En faisant un paralléle avec I'Homme, la dépression est une

pathologie qui touche plus souvent les femmes que les hommes (Ogrodniczuk et Oliffe, 2011).

Il est intéressant de noter que les traitements par le MK-801 et par la mémantine augmentent
encore l'immobilité des souris femelles. Il est possible que l'effet de la mémantine soit la
résultante d'une baisse d'activité locomotrice des souris femelles que nous avons constatée dans
le test d'ALM ou dans la roue d'activité et constituerait alors un biais. Cependant ce n'est pas le
cas du magnésium dont les résultats dans notre étude sont généralement proches de ceux de la
mémantine. Il y a malheureusement peu de données de comparaison dans la littérature, il serait
utile de vérifier ces résultats a I'aide d'autres tests comme la nage forcée qui évalue la résignation
des animaux ou le test de la résignation apprise. Si nos données étaient confirmées, le traitement
par la mémantine donné aux femmes enceintes pourrait accroitre alors le risque que leurs filles
développent un syndrome dépressif a I'age adulte. Il faudrait alors réserver un tel traitement aux
seules meéres qui sont enceintes de garcons, sachant que les garcons présentent a la naissance en
général plus de problemes que les filles (Niel, 2007) : le traitement par la mémantine pourrait

bénéficier alors d'une balance efficacité/risques plus favorable chez les garcons.

3. Effet des traitements par les antagonistes des récepteurs NMDA sur
les taux de neurotransmetteurs

Les informations sensitivo-sensorielles provenant du cortex pariétal, somesthésique et du
thalamus se dirigent vers le striatum, ce sont des informations sensitivo-sensorielles. A partir du
stiatum, partent des efférences vers le globus pallidus interne ou la substance noire réticulée puis
vers le cortex moteur, préfrontal via le thalamus ; deux voies directe ou indirecte (faisant relais
dans le globus pallidus externe et le noyau sous-thalamique) sont décrites pour assurer la

commande des mouvements proximaux automatiques accompagnant le mouvement volontaire.
Le cortex frontal est situé a I'avant de la boite cranienne, et des cortex pariétal et temporal.

Il est responsable principalement de la motricité (cortex moteur) et de maniére plus générale des

fonctions exécutives, de la mémoire de travail...
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Le cortex pariétal (cortex somesthésique) est situé en arriere du cortex frontal, et au-dessus des
cortex temporal et occipital. C'est lui qui pergoit les informations neurosensorielles et les intégre.
Une atteinte du cortex pariétal pourrait conduire a une altération de l'intégration des informations

neurosensorielles.

Les informations corticales sont véhiculées principalement par les neurones glutamatergiques
excitateurs. Elles sont contr6lées au niveau cortical principalement par des neurones
GABAergiques inhibiteurs et/ou les neurones monoaminergiques, comme les neurones
noradrénergiques issus du locus coeruleus, les neurones sérotoninergiques issus du raphé dorsal
ou les neurones dopaminergiques de la voie mésolimbique... Elles sont également contrélées par

des structures sous-corticales comme le striatum.

Le striatum se situe juste en dessous du cortex frontal, au coeur du systéeme de controle de Ila
motricité ; il module positivement la voie directe stimulante et négativement la voie indirecte

inhibitrice via I'activation de la voie dopaminergique nigrostriée.

Il paraissait donc intéressant de rechercher les effets exercés par plusieurs antagonistes des
récepteurs NMDA sur les différentes transmissions glutamatergiques, GABAergiques ou

monoaminergiques dans le cortex moteur, somesthésique et le striatum.

Les taux cérébraux de neurotransmetteurs représentent a la fois les taux intracellulaires et les taux
extracellulaires. Les premiers prennent une part beaucoup plus importante puisque la proportion
de neurotransmetteurs libérés dans I'espace extracellulaire est infime par rapport au stockage
vésiculaire, d’autant plus que le neurotransmetteur libéré est soumis a la recapture neuronale ou

a la dégradation enzymatique.

Ces taux sont peu sujets a variation lors de traitements pharmacologiques. Seuls des Iésions ou
des traitements drastiques peuvent les réduire. Par exemple, I'amphétamine induit une libération
massive de neurotransmetteurs, dont la noradrénaline et la dopamine a partir de neurones, et
peut conduire a la déplétion des vésicules synaptiques et a une baisse conséquente des taux de
noradrénaline ou de dopamine dans les structures cérébrales (Dela Pefia et coll., 2015). Les
métabolites dépendent davantage du métabolisme intraneuronal et donc de I'activité neuronale :
par exemple, le DOPAC est formé, a partir de la dopamine, par la Monoamine Oxydase B localisée
au sein de la membrane externe des mitochondries dans les neurones des rongeurs ; Le taux de

DOPAC dépend alors de la synthése cytoplasmique intraneuronale de dopamine , accrue lors de
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I'activité électrique du neurone dopaminergique et de la capture neuronale de la dopamine

nouvellement libérée par exocytose.

Le glutamate, quant a lui, est un précurseur du GABA formé dans les neurones GABAergiques et
un neurotransmetteur majeur formé dans les neurones glutamatergiques a partir de la glutamine
et métabolisé en glutamine dans les cellules gliales. Il peut également étre produit par toutes les
cellules via le cycle de Krebs. La glutamine est un métabolite du glutamate produit exclusivement

par les cellules gliales et est donc un index de celles-ci.

Le glutamate et le rapport GLU/GLN représentent donc I'état de la transmission glutamatergique

et constituent un index de l'intégrité des systémes glutamatergiques.

Etant donné que le glutamate et le GABA sont des neurotransmetteurs respectivement excitateur
et inhibiteur et que le glutamate est le précurseur du GABA, un équilibre entre ces deux
neurotransmissions s'établit constamment pour assurer ’homéostasie de nombreuses fonctions.
En effet, une diminution du rapport GLU/GABA est plus souvent associée a des troubles anxio-
dépressifs et aux symptomes négatifs de la schizophrénie . Au contraire une augmentation du
rapport est plus souvent associée a |'apparition de crises épileptiques ou aux symptémes positifs
de la schizophrénie (Chiapponi et coll., 2016). C'est pourquoi il nous a paru intéressant de calculer

le rapport des deux neurotransmetteurs.

3.1. Effets des traitements sur les taux de glutamate, de glutamine et de GABA

Dans notre étude, le taux de glutamine reste constant dans le cortex frontal, le cortex pariétal et

le striatum : il n'y a donc probablement pas eu d'atteinte des cellules gliales.

Le rapport GLU/GLN, est diminué de maniére trés significative dans le cortex frontal chez les males
traités et dans le striatum des animaux traités par la mémantine aux 2 dosages, la kétamine et le
magnésium, mettant en évidence une altération probable des neurones glutamatergiques. Cette
baisse du rapport GLU/GLN, chez I'adulte male, pourrait correspondre a une diminution du
nombre de neurones (ou d’afférences descendantes) glutamatergiques alors que les cellules
gliales paraissent préservées. On pourrait vérifier cette hypothese en évaluant leur densité. Un tel
déficit en neurones glutamatergiques dans le cortex frontal pourrait étre associé a des troubles

cognitifs et/ou locomoteurs (Woodcock et coll., 2016).

Le rapport GLU/GABA ne montrait aucun changement avec les traitements, dans le cortex frontal,

probablement du fait d’'une baisse concomitante du taux de GABA méme si celle-ci n’apparait pas
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statistiqguement significative. . Ainsi, les traitements par des antagonistes des récepteurs NMDA, a
P5, ont pu altérer le développement des neurones de l'une au l‘autre des transmissions
glutamatergiques ou GABAergiques mais ’lhoméostasie des deux systemes a été préservée dans le
cortex frontal. Une baisse du taux cortical de GABA par le MK-801 a été rapportée par Liu et coll.
(2011) ; le rapport GLU/GABA était alors accru. Cependant les auteurs ne distinguaient pas les
males des femelles et le MK-801 était administré sur une période plus prolongée. Aligny et coll.
(2014), au contraire, indiquaient que le traitement par la kétamine accroissait le taux de GABA
chez les males, dans le cortex frontal, et était sans effet sur le taux de glutamate; dans le méme
temps la densité des neurones GABAergiques était diminuée chez les males et la hausse de GABA
était interprétée comme un processus de compensation. Dans cette étude, la kétamine était
administrée chez les méres lors de la gestation a une période plus précoce du développement
foetal. Nous n'avons malheureusement pas d'autres éléments de comparaison dans la littérature
concernant les effets d'antagonistes des récepteurs NMDA sur les taux cérébraux de ces deux

neurotransmetteurs.

Dans le striatum, au contraire, le rapport GLU/GABA était fortement réduit aprés traitement par la
kétamine et le magnésium, alors que la transmission GABAergique était préservée. Curieusement
méme, a la différence des autres agents, le magnésium tendait a accroitre le taux de GABA dans
cette structure, aggravant le déséquilibre entre les deux neurotransmissions. Il se pourrait qu'un
mécanisme différent du blocage du récepteur NMDA soit ici en cause. Les antagonistes des
récepteurs NMDA modulent donc la balance GLU/GABA dans le cortex frontal et le striatum,
créant un déséquilibre entre ces deux structures corticale et sous-corticale, qui est de nature a
favoriser certains désordres comportementaux. La schizophrénie notamment a pu étre associée a
un déséquilibre de régulation entre des structures corticales et sous-corticales, en particulier le

striatum (Fusar-Poli et coll., 2011).

Aucun effet n’est retrouvé dans le cortex pariétal, suggérant que le développement des neurones

glutamatergiques pourrait étre décalé dans le temps entre les deux zones corticales et que le
traitement serait alors inefficient sur des neurones déja en place dans le cortex pariétal. Au
contraire, les effets les plus probants sur les taux de monoamines étaient retrouvés dans le cortex
pariétal, ce qui suggere que la période de traitement (P5) est une période plus cruciale pour le

développement du systeme monoaminergique dans le cortex somesthésique que dans le cortex
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moteur et semble confirmer que le développement neuronal suit une progression différente entre

les deux régions neuronales.

3.2. Effets des traitements sur les taux des monoamines

Concernant les taux de monoamines, les résultats n'ont pas montré de différences significatives
dans le cortex frontal. Dans I'étude de Gorter et coll. (1992), I'effet de I'administration répétée du
MK-801 a partir de P8 était explorée chez les rats adultes. Les auteurs rapportaient des niveaux de
DOPAC et de 5HIAA augmentés dans le cortex frontal des rats traités. Dans une autre étude de Liu
et coll. (2011), au contraire, la dopamine et le DOPAC étaient diminués par le traitement. Ces
données divergentes sont probablement dues aux modalités de traitement des animaux ou le MK-
801 était administré sur une plus longue période et plus tardivement au cours du développement
gue dans notre étude. Il est possible que le blocage des récepteurs NMDA a ce stade plus tardif ait
davantage de répercussions sur la mise en place des neurones et des projections

monoaminergiques dans le cortex frontal.

Au contraire, dans le cortex pariétal, les femelles controles ont des taux de monoamines bien plus
bas que chez les males, en particulier pour la noradrénaline et la sérotonine. La différence du taux
de dopamine entre les deux sexes n’est pas statistiquement significative du fait probable d’une

dispersion expérimentale plus grande due a des valeurs tres basses dans cette région du cortex.

Un tel dimorphisme sexuel concerne également le rapport DOPAC/dopamine plus fort chez les
males contréles dans le cortex pariétal. Le taux de dopamine est également plus élevé dans le
striatum des males controles. Ce dimorphisme basal sexuel concernant les taux cérébraux de
monoamines peut étre rapproché de dimorphismes sexuels associés a certaines pathologies
psychiatriques, comme la dépression plus fréquente chez les femmes, ou le déficit d’attention
avec hyperactivité touchant majoritairement les hommes et alors que les transmissions
monoaminergiques sont largement impliquées dans leur physiopathologie (Ogrodniczuk et Oliffe,

2011 ; Ochoa et coll., 2012).

Il est intéressant de noter que les différences entre les males et les femelles, retrouvées dans
notre étude, étaient atténuées avec l'ensemble des traitements soit parce que les taux de
monoamines ou de leurs métabolites sont augmentés chez les femelles, soit parce qu'ils sont
diminués chez les males. La différence est méme parfois inversée entre les deux sexes : par
exemple, les taux de DOPAC, de sérotonine et de 5HIAA sont plus forts dans le cortex pariétal des

femelles traitées par la kétamine et le taux de DA est plus élevé dans le striatum des femelles
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soumises a la kétamine, a l'opposé des animaux témoins. En revanche, les traitements ne
modifient pas les taux de monoamines ou de leurs métabolites en I'absence de dimorphisme
sexuel chez les contréles comme c’est le cas, dans le cortex frontal ou dans le striatum pour la

noradrénaline ou la sérotonine.

Peu d'études ont exploré les taux cérébraux de monoamines chez des animaux soumis a des
antagonistes des récepteurs NMDA en période postnatale. Gorter et coll. (1992) rapportaient que
le MK-801, administré dans la période néonatale, réhaussait le taux de DOPAC dans le striatum de
rats et ne modifiaient pas celui de la dopamine. Liu et coll. (2011) mettaient en évidence une
diminution des taux de dopamine et de DOPAC dans |'hippocampe sans altérer le rapport
DOPAC/DA. Mais ils n'exploraient pas les autres transmissions monoaminergiques et ne

distinguaient pas les sexes.

Notre observation suggére que les modifications neurochimiques induites par des antagonistes
glutamatergiques (kétamine, magnésium, mémantine aux deux dosages et MK-801) seraient les
conséquences d’une altération des processus impliqués dans une forme de différenciation
sexuelle du cerveau et que le glutamate jouerait un réle important dans ces processus notamment

au stade P5.

La différenciation sexuelle du cerveau chez la Souris se produit entre P5 et P10. Cette période
correspond également au développement et a la maturation de neurones monoaminergiques chez
le rongeur (McCarthy et Arnold, 2011). C'est aussi pendant cette période que nous avons injecté
les différents traitements (P5) ; le cerveau n'était donc pas encore mature a ce terme, cela peut
expliquer I'abolition des différences entre sexes par les traitements. La sexualisation des males est
déterminée par une production importante d’cestrogénes résultant de la conversion de la
testostérone par une aromatase. La sexualisation des femelles nécessite aussi la production
d’cestrogénes mais en quantité plus faible; en effet des antagonistes des récepteurs des
cestrogenes administrés a des souriceaux conduisent a des souris phénotypiquement asexuées, ni
males, ni femelles. Le glutamate semble participer a ce processus notamment au niveau du noyau
préoptique de I'hypothalamus (McCarthy et Arnold, 2011) en favorisant la transmission
noradrénergique ; il n'est donc pas surprenant que le blocage des récepteurs NMDA puisse
interrompre ou retarder ce processus. Dans notre étude, les souris adultes étaient toutefois
capables de procréation puisqu’une erreur de tri au sevrage a conduit a introduire un male parmi

6 femelles qui se sont retrouvées toutes gestantes. Sans impacter le développement des gonades
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qui débute a la fin de la gestation, les traitements a P5 ont pu néanmoins interférer avec la
différenciation sexuelle du cerveau et modifier certains comportements liés au sexe chez I'adulte.
Dans I'épreuve du TST, un écart de comportement est, au contraire, induit par la mémantine et le
MK-801 de maniere liée au sexe puisque les deux antagonistes augmentent la résignation des
femelles uniquement, suggérant que la susceptibilité des femelles a la résignation a méme été
aggravée. Ces résultats ne sont pas nécessairement contradictoires. Dans la mesure ou le
développement des gonades parait indemne, le traitement des antagonistes n'a pas eu pour effet
de gommer toutes les différences entre sexes et chaque individu, a I'dge adulte, reste soumis aux

influences hormonales sur le comportement.

Dans notre étude, I'agent qui paraissait induire le plus de modifications neurochimiques et
comportementales, était la kétamine. De maniéere inattendue et malgré sa toxicité aiglie, le MK-
801 paraissait moins efficient que la kétamine, chez les souris adultes : il atténuait mais n’inversait
pas le dimorphisme sexuel observé dans le cortex pariétal ou le striatum ; il réduisait le rapport
GLU/GLN dans le cortex frontal, mais pas dans le striatum et n’abaissait pas le rapport GLU/GABA
dans le striatum. Il n"augmentait pas la distance parcourue des males dans la roue d’activité. En
revanche, il accroissait davantage la résignation des souris femelles. La mémantine et le
magnésium reproduisaient la plupart des effets de la kétamine mais de maniere plus modérée.
Quelques différences apparaissaient sur le plan comportemental pour la mémantine : a la plus
forte dose, elle réduisait I'activité des souris femelles, ce qui pouvait expliquer leur plus forte
résignation dans I'épreuve du TST de celles-ci. Mais la encore, il n’est pas établi que ces effets

soient dus a I'action de ces agents sur les récepteurs NMDA.

88



VII. CONCLUSION

Dans notre étude, nous voulions observer si une injection unique de mémantine ou de magnésium
chez le souriceau a P5 pouvait provoquer des effets indésirables a I'age adulte. D'aprés nos
résultats, la mémantine et le magnésium produisent des effets sur le comportement et sur les taux
de neurotransmetteurs des souris alors méme qu'ils n'ont été administrés qu'une seule fois. Ces
deux traitements freinaient transitoirement la croissance des souriceaux. Lors du test de I'activité
locomotrice, nous observions une diminution d'activité des femelles traitées par la mémantine a
forte dose et par le magnésium. Dans la roue d'activité, la distance parcourue par les males était
augmentée par le magnésium et par la mémantine a forte dose, tandis que celle parcourue par les
femelles était diminuée par la mémantine a forte dose. Enfin, le temps d'immobilité était
augmenté chez les souris traitées par la mémantine dans le TST. Concernant le dosage des
neurotransmetteurs, le rapport glutamate/glutamine était diminué par la mémantine et le
magnésium dans le cortex frontal et le striatum, et le taux de glutamate réduit par la forte dose de
mémantine et par le magnésium. Dans le cortex pariétal, la mémantine et le magnésium
diminuaient les taux de sérotonine et de 5HIAA, de DOPAC et le rapport DOPAC/dopamine chez
les males; chez les femelles, les taux de sérotonine et de SHIAA étaient augmentés par le

magnésium.

Globalement, I'administration unique, a P5, de la mémantine ou du magnésium modifiait surtout
le taux de certains neurotransmetteurs dans le cerveau des souris, supprimant notamment les
différences entre sexes pour ce qui concerne les monoamines. Sur le plan comportemental, les
effets apparaissaient moins marqués. Il est possible que des adaptations fonctionnelles
compensent parfois certaines altérations neurodéveloppementales. En outre, I'augmentation de Ia
résignation chez les femelles traitées par la mémantine peut s'expliquer par une baisse

concomitante de leur activité locomotrice, qui constitue un biais possible.

Les taux des neurotransmetteurs et de leurs métabolites sont des index de l'intégrité et/ou du
métabolisme neuronal mais ils ne refletent pas totalement le fonctionnement neuronal et surtout

la dynamique de 'activité neuronale (stress, apprentissage, agents pharmacologiques...).
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Des études de microdialyse permettraient par exemple de déterminer le taux extracellulaire des
neurotransmetteurs, plus représentatif de |['état de la transmission ou du taux de
neurotransmetteur libéré, puis d'examiner l'influence du stress ou de différents agents
(drogues...). De méme, la mesure de la locomotion comporte des composantes trés variées
(coordination motrice, cognition, motivation...) et nos résultats nécessitent d'étre étayés par la
mise en ceuvre d'autres épreuves plus spécifiques évaluant le risque cognitif (mémoire de travail,
reconnaissance d'objet...), schizophrene (« Startle response »), I'interaction sociale, I'anxiété ou la

résignation (nage forcée, résignation apprise)...

Nous ne pouvons donc pas certifier que ces traitements par la mémantine et le magnésium
seraient sans risque s'ils étaient administrés, sur une période courte, a des nouveau-nés
prématurés ou a des femmes enceintes en menace d'accouchement prématuré. Cependant, la
mémantine semble plus toxique que le magnésium, si on considére le risque dépressif. Il faudrait

réaliser d'autres études pour évaluer la balance bénéfice/risque chez 'Homme.
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Impact d'un traitement néonatal par différents antagonistes des récepteurs NMDA et du magnésium sur
le comportement et sur les taux cérébraux des neurotransmetteurs chez la souris adulte
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RESUME

De nombreux enfants naissent chaque année avec un handicap ou en développent dans les années suivant
leur naissance. Ce handicap est souvent lié a |I'apparition de Iésions cérébrales, les plus fréquentes étant les
Iésions de la substance blanche. Différents facteurs sont en cause, comme les hémorragies, I'hypoxo-
ischémie, les infections, les agents toxiques et surtout la prématurité de I'enfant. La naissance avant terme
peut en effet provoquer des risques a court terme, et des risques a long terme pouvant entrainer des
difficultés tout au long de la vie. L’excitotoxicité est un des mécanismes responsable de troubles moteurs
ou comportementaux, et est associée a une libération massive de glutamate. Les antagonistes des
récepteurs glutamatergiques de type NMDA pourraient donc étre utilisés comme agents neuroprotecteurs.
Le MK-801 et la kétamine ont montré néanmoins des effets déléteres a court terme et leur administration
chronique chez le rongeur nouveau-né constitue un modele de schizophrénie a I’age adulte. La mémantine,
médicament de la maladie d’Alzheimer, et le magnésium, déja utilisé comme agent neuroprotecteur chez
les méres en menace d’accouchement prématuré, ont la particularité de bloquer les récepteurs NMDA,
comme les deux agents précédents, mais de maniere voltage-dépendante, limitant ainsi les effets
excitotoxiques du glutamate sans abolir ses effets physiologiques. Il faut donc évaluer leur toxicité, pour
vérifier qu’ils ne produisent pas d’effets néfastes a long terme.

Le but de notre étude était de comparer les effets de ces quatre antagonistes. Nous avons donc injecté une
dose unique a des souriceaux, a 5 jours, un de ces antagonistes glutamatergiques; en effet ce stade de
développement cérébral chez le souriceau correspond a celui du foetus humain aprés 30 SA et donc a celui
d’un enfant prématuré. Les souris, a I’age adulte, ont ensuite subi trois tests comportementaux : |'activité
locomotrice, la roue d'activité et le test de suspension par la queue. Puis nous avons dosé les
neurotransmetteurs dans différentes structures cérébrales par HPLC. Nos résultats montrent des effets
modestes du magnésium et de la mémantine sur le comportement : une baisse de la distance parcourue
par les femelles dans un openfield et une augmentation de la distance parcourue par les males dans la roue
d’activité. La mémantine augmentait aussi la résignation des souris femelles dans le test de suspension par
la queue. Mais I'administration des antagonistes modifiait surtout le taux de certains neurotransmetteurs
dans le cerveau des souris, et supprimait notamment les différences entre sexes concernant les
monoamines dans le cortex pariétal et le striatum et réduisait les index glutamatergiques dans le cortex
frontal et le striatum. D'autres tests comportementaux, évaluant d’autres parametres tels que les
symptomes de la schizophrénie, et des études plus approfondies comme la microdialyse, sont donc
nécessaires pour confirmer et compléter nos données. Les effets observés permettent d’émettre
I’hypothése que ces agents pourraient interférer avec la différenciation sexuelle chez les souris.
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