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Abstract

Neonicotinoids are widely used insecticides used in agriculture, aquaculture, in vector control
treatments for pets and in urban pest control. They are appreciated because of their systemic
effects and their low toxicity compared to other insecticides such as carbamate and
organophosphate. They target the nicotinic receptors of the cholinergic system and act as
agonist, creating a constant signal and induce death by paralysis in insect. Nicotinic receptors
are different between insects and vertebrates, assuring a good protection of the manipulator.
Indeed, those receptors are made up of 5 subunits of different types: a-type subunits and non-
a-type subunits and the targeted alpha sub-units are different between insects and vertebrates
which is the main argument to suggest the safety of those neonicotinoids. But the persistence
of those molecule in the environment confirm the exposition of vertebrates and non-targeted
insect like pollinator. In addition deleterious effects were also observed on behavior and anxiety
in vertebrates as well, including rodents and zebrafish. Nicotinic receptors are expressed in the
peripheral nervous system as well as in the brain in several areas. The cholinergic system impact
the hippocampus, the hypothalamus and the amygdala among other regions and is
interconnected with others neurotransmitter pathways. It controls different functions like
anxiety, sleep or memory and play fundamental functions during development. Any alteration

of this system would thus lead to altered neurobehavioral outcome.

In the current study, we investigated the effects of a specific neonicotinoid thiacloprid on central
nervous system in parallel in zebrafish and mouse models. In our first study, we exposed
zebrafish larvae from 1 day post fertilization (dpf) to 6 dpf to 10-6 M, 10-7 M or 10-8 M
thiacloprid. 50-60 larvae were analyzed for each treatment and the experiments were repeated
7 times. Whole heads were analyzed by RT-qPCR for endocrine (estrogen receptor alpha,
estrogen receptor beta 1 and beta 2 and aromatase), proliferative (PCNA, neurogenin) and
synaptic (synaptophysin, synapsin Ila and BDNF) markers. In a second study, we treated mice
dams during gestation, from embryonic day 6 to 15 with 6 mg/kg/day thiacloprid via ingestion.
35 days old male and female offspring were euthanized and hippocampus, hypothalamus and
amygdala were investigated for the expression of the same endocrine, proliferative and synaptic
markers as those used in fish. We also analyzed the neuronal marker DCX (doublecortin). This
set of experiments will allow us to better understand the potential impact of thiacloprid on the

central nervous system during development.



In the fish, larval exposure to the 3 doses of thiacloprid did not affect the expression of any of
the markers used in our experimental conditions when compared to control samples. In mouse

offspring, several markers were significantly affected in different brain areas.

The quantification of endocrine-related markers showed that ER[ transcription was
significantly reduced in the hypothalamus only, independently of the sex of the offspring. The
transcription of ERP was not affected in the hippocampus nor in the amygdale. Neither

aromatase nor ERa transcription was affected in the 3 brain regions.

The prenatal exposure to thiacloprid also affected the transcription of proliferative markers. In
the hippocampus, a decrease of the transcription of PCNA and DCX was observed in both male
and female. Interestingly, we also observed an effect of the sex on DCX transcription. In the
amygdala, DCX transcription increased in the exposed male and female. In the hypothalamus,
nestin transcription was downregulated in female only. This shows that the thiacloprid is not

toxic for all cell type but has a different impact on each area.

The quantification of synaptic markers showed that synapsin Ila transcription was
downregulated for both sex in hippocampus and only in male in amygdala. A decrease of
synaptophysin transcription was observed in both male and female hippocampus compared to
control. This modulation of synaptic marker could be related to the reduction of the number of
synapse in the tissue but also a decrease of connection between neurons characterized by a

reduction of the activity in each synapse.

The difference between fish and mice suggest that the thiacloprid cannot past through the
chorion. This is the foetal membrane around the larva, constituting the eggs during the 1 and 2
dpf. After the exit of the chorion, the larva seems protected by the Blood-Brain Barrier (BBB).
In the mice, the BBB is not fully completed during the time of embryonic exposure and it seems
that the thiacloprid can past trough the placenta. This can also bee linked to nicotinic receptor
who can be different in zebrafish and have less connection with the thiaclopride. That will also

reduce his potential effect.

Those results and conclusion confirm the presence of adverse effect of neonicotinoid on some
vertebrate central nervous central system but we need further investigation. The difference
between mice and fish also illustrate the difficulty to find a good model in toxicology. This
study can be linked to results of others team who investigate the liver, blood and sexual organs

of the same mice.
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Liste des abréviations

BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor

BHE : Barriere Hémato-Encéphalique

Ct : Cycle threshold

DCX : doublecortine

DJA : dose journaliere autorisée

DMSO : DiMéthylSulfOxyde

dNTP : désoxyriboNucléotide TriphosPhate

ERa : Estrogen receptor o (Récepteur aux cestrogénes o)
ERp : Estrogen receptor B (Récepteur aux cestrogenes )
GAPDH : GlycerAldehyde 3-Phosphate DeHydrogenase
GFP : Green Fluorescence Protein

nAChRs : nicotinic Achetylcholin Receptor (Récepteur nicotinique a I’acétylcholine)
PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

qPCR : Polymerase Chain Reaction quantitative

RT : Reverse Transcriptase

THI : Thiaclopride

TAE : Tris, Acétate, EDTA
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1. Introduction :

1.1 Les Néonicotinoides
Les néonicotinoides sont une famille d’insecticides mise au point dans les années 80 et utilisée

principalement en protection des plantes mais également en protection urbaine contre les
insectes nuisibles, en application vétérinaire et en pisciculture. Leur action systémique permet
une protection intégrale de la plante via un traitement local. Cela permet d’éviter les
pulvérisations et les traitements sur les champs pour privilégier un traitement de la graine avant
ensemencement par exemple (Simon-Delso et al., 2015). Mais leur principal avantage réside
dans leur mode d’action qui assure une bonne protection du manipulateur, tout en assurant une

faible résistance des insectes cibles (Tomizawa and Casida, 2005).

1.2 Mode d’action des néonicotinoides
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Figure 1 : Structure chimique de I'acétylcholine, du thiaclopride et de la nicotine

Ces molécules ont une structure proche de celle de la nicotine (Fig.1), et ciblent les récepteurs
nicotiniques cholinergiques, récepteurs membranaires sensibles au neurotransmetteur
acétylcholine (nAChRs).Ces récepteurs sont présents au niveau des synapses neuromusculaires,
mais aussi des synapses neuronales du systéeme cholinergique. Ils sont composés de cinq sous-
unités formant un canal. Lors de 1’activation du récepteur par I’acétylcholine, le canal s’ouvre
et permet ’entrée dans la cellule d’ions sodium et potassium, dépolarisant la cellule et
permettant la transmission rapide du signal. Les néonicotinoides exercent un effet agoniste sur
certaines sous-unités des récepteurs nicotiniques du systéme cholinergique chez les insectes.
Lorsqu’ils se fixent sur un canal, celui-ci reste ouvert et induit un signal continu, tétanisant les
muscles et induisant une mort par paralysie.

1.3.1 Spécificité aux récepteurs des insectes

Il existe différents types de sous-unités constituant les récepteurs nAChRs : des sous-unités
alpha, qui peuvent étre de type al a a9 et des sous-unités non alpha (B1 a B4, 6, € ou y) et la
constitution des pentaméres différe selon les types synaptiques et les especes. Par exemple, le
récepteur caractéristique des synapses neuromusculaires des muscles squelettiques est constitué¢
de deux sous-unités al, et des sous-unités B1, o et y. Dans le cerveau, le plus étudié est le
récepteur 04p2 (2 sous-unités a4 et trois sous-unités 2). Cette différence dans la combinaison

des sous-unités va définir la sensibilité des récepteurs aux molécules. Celle-ci est notamment
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da a la différence de structure chimique entre les différents types de sous-unités, qui présentent
alors des sites de fixations différents aux molécules (Ihara et al., 2003) Ainsi, il est important
de noter une différence entre les récepteurs des insectes et ceux des vertébrés et des mammiferes
en particulier, notamment au niveau des sous-unités alpha. Cela a permis de mettre en évidence

des sites de fixations spécifiques aux néonicotinoides sur les récepteurs des insectes (Fig.2).

Imidacioprid Binding to Putative Desnitroimidacloprid Binding to
Cationic Subsite in Insect nAChR Anionic Subsite in Mammalian nACHhR

H{;y HoH

éa- H
L & =] 2 9
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negative tip-cation interaction cation-anion interaction  cation-n electron interaction
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Figure 2 : Représentation schématique de l'interaction de I'imidaclopride avec les sites ioniques
caractéristique des récepteurs des insectes et des mammiféres. D'aprés Tomizawa et al.2000

Ainsi, les néonicotinoides peuvent former des liaisons fortes avec les sous-unités alpha des

insectes, les sous-unités des mammiféres ont une affinité moindre (Tomizawa et al., 2000).

1.3.2 Barriere hématoencéphalique
Ces récepteurs nAChRs sont trés présents dans le systéme nerveux central qui apparait, alors

comme une cible potentielle des néonicotinoides. Apres ingestion et passage de la paroi
intestinale, I’apport de ces molécules au cerveau est assuré par la circulation sanguine.
Toutefois, le systeme nerveux des vertébrés posseéde des protections qui lui sont propres, dont
la barriere hématoencéphalique (BHE) qui permet de limiter les échanges entre la circulation
sanguine et le tissu nerveux. Elle est, entre autres, composée de cellules endothéliales liées par
des jonctions serrées et de cellules gliales permettant le passage actif mais controlé de molécules
avant leur acces au tissu nerveux. Actuellement, aucune étude n’a clairement démontré que les

néonicotinoides soient capables de passer cette barricre.

Les néonicotinoides ont donc été considérés comme spécifiques des insectes et assurant une

bonne protection des manipulateurs et des consommateurs, tout en garantissant leur efficacité.

1.4 Effets négatifs des néonicotinoides
1.4.1 Persistance des néonicotinoides
Cependant, des impacts négatifs des néonicotinoides ont également été mis en évidence, aussi

bien chez les insectes que chez les mammifeéres. En effet, la distribution systémique de ces

insecticides dans toute la plante implique que la molécule se retrouve dans les fruits et les
2



racines. Les néonicotinoides vont aussi diffuser dans I’eau, le sol et 1’air autour des champs
traités. Or, ces molécules sont persistantes ; leur temps de demi-vie se compte en mois ou en
années selon les molécules et I’environnement. Ainsi, le temps demi-vie du thiaclopride dans
un milieu aquatique aérobie est compris entre 10 et 63 jours (US EPA). Plusieurs especes non
ciblées, sont ainsi exposées (Chen et al., 2014). Parmi celles-ci, des insectes qui ne sont pas
nuisibles, mais qui restent néanmoins sensibles a ces molécules, comme les polinisateurs (Pisa

etal., 2015) .

1.4.2 Effets des néonicotinoides sur les vertébrés
Des ¢études plus récentes ont également montré la sensibilité des mammifeéres a ces molécules,

notamment a travers leurs effets sur la fonction reproductive, comme des baisses du taux de
fécondité ou de la taille moyenne des petits (Gibbons et al., 2015). Ainsi, bien que les
néonicotinoides aient été développés pour cibler de fagon privilégiée les récepteurs des
invertébrés, il semblerait que certains de ces néonicotinoides soient capables d’affecter les
vertébrés également, bien que les sous-unités cibles ne soient pas clairement caractérisées. De
plus, certaines études proposent 1I’hypothése que les néonicotinoides peuvent passer la BHE,
car des traces de ces molécules ont été retrouvées dans le cerveau aprés une injection péritonéale
chez les souris (Terayama et al., 2016). Cependant, aucun mécanisme d’action n’a pu étre mis

en évidence au niveau moléculaire.

Des effets ont été observés sur I’anxiété ou les comportements sociaux et ce dans différents
modeles de vertébrés. Par exemple, en exposant des poissons-zebres de 4 heures a 5 jours post-
fertilisation a de fortes doses d’imidaclopride, des effets sont observés sur le comportement a
I’age adulte. Une réduction du comportement dans le noir, et une hyper-réaction aux stimuli ont
¢été observés (Crosby et al., 2015) a long terme aprés cette exposition néonatale. Cela est
interprété comme un effet anxiogene des néonicotinoides. De méme, des souris males soumis
a une administration orale de clothianidine, expriment des comportements anxieux. Ainsi, ils
se déplacent moins sur les bras ouverts d’un labyrinthe ¢levé. Les régions cérébrales associées
a ces troubles comportementaux sont maintenant clairement connues, telles que le cortex
préfrontal, y compris le gyrus cingulaire, I’hippocampe, 1’hypothalamus et les amygdales

(Hirano et al., 2018).

Il semblerait que ces modifications comportementales telles que I’anxiété soient liées a des
altérations de la neuroplasticit¢ au niveau de I’hippocampe. En effet, 1’hippocampe, en
interaction avec 1’hypothalamus, le cortex préfrontal et les amygdales, est une région clef dans
le contrdle du stress et de I’anxiété. Une étude récente (Nakayama et al., 2019), s’est intéressée
aux effets de deux néonicotinoides de premiére génération (1I’acétamipride et 1I’imidaclopride)
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sur la neurogenese chez le jeune rat. Apreés gavage au cours des premiers jours de vie (P12 a
P26), ils observent une baisse des marqueurs de prolifération et de neurones immatures,
mesurée par immunocytochimie dans 1’hippocampe qui pourrait confirmer un impact de ces

molécules sur cette région du cerveau.

1.5 Importance du systéme cholinergique
Ces régions sont reliées entre elles par un circuit neuronal dont le neurotransmetteur majeur est

I’acétylcholine : le systéme cholinergique. Ce systéme forme un réseau présent dans plusieurs
zones du cerveau, s’intercalant dans les autres réseaux neuronaux (Holgate and Bartlett, 2015).
Des altérations ou des modifications dans la transmission des messages dans ce systéme
peuvent donc affecter plusieurs régions et au vu des liens importants entre les différents réseaux,
cela peut impacter I’ensemble des différents systemes de neurotransmetteurs et des fonctions

neuronales (Fig.3).
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Figure 3 : Systeme cholinergique et ses liens avec les autres systémes de neurotransmetteurs.
D’apreés Holgate and Bartlett,2015

1.6 Néonicotinoides et développement : intérét de notre étude
Les périodes embryonnaires et pré-pubertaires sont fondamentales pour le développement du

systeme nerveux central. Ce sont des périodes de prolifération neuronale intense et de mise en
place des réseaux neuronaux. Toute altération de ce développement conduira a des effets a long
terme sur le systeme nerveux central et sur le comportement. Il est donc intéressant d’étudier
les différentes étapes conduisant a la mise en place du systéme nerveux central. Nous utiliserons
pour cela des marqueurs de la prolifération cellulaire (PCNA), de la différenciation neuronale
(PCNA, Nestine, Neurogenine, DCX) (Roybon et al., 2009) (Fig.4) et de fonctionnalité
neuronale (BDNF, Synaptophysine, Synapsin Ila). Les protéines impliquées dans 1’aspect
neuro-endocrinien (récepteurs aux cestrogéne Era et ERp, ainsi que 1’aromatase) seront
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¢galement investiguées car le systeme endocrinien est connu pour son implication dans
I’anxiété.

A ce jour aucune étude sur I’exposition prénatale n’a été effectuée. En effet, lors de la gestation,
la barriére hématoencéphalique n’est pas complétement formée et seule la barriere placentaire
pourrait empécher les molécules de circuler entre la mére et la descendance. Il est donc
importance d’étudier les effets d’une exposition maternelle sur la descendance, et de déterminer
si cette exposition peut affecter les réseaux neuronaux a long terme. Ainsi notre étude se
focalisera sur un modéle murin soumis a une exposition prénatale, complété par un modele de
poisson-zebre, exposé pendant le stade larvaire. Ainsi, I’utilisation de deux modé¢les permettra
de prendre en compte ces deux hypothéses. Les travaux in vitro précédemment menés dans le

laboratoire nous ont conduit a choisir le thiaclopride (THI), un néonicotinoides de premicre

génération, comme molécule de travail.

Model of postnatal hippocampal granule neurogenesis
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Figure 4 : Présence des marqueurs au cours de la neurogeneése. D’aprés Roybon et al. 2009.




2. Matériel et Méthodes

2.1 Exposition des larves de poisson-zebre au thiaclopride
Des larves de poisson-zebre tg(CYP19alb:GFP), dans lesquelles un géne GFP associé au

promoteur de 1’aromatase cérébrale a €té intégré au génome, ont été exposées a du thiaclopride
pendant 6 jours a compter du jour de ponte avec changement quotidien de milieu de balnéation.
Quatre groupes, d’environ 200 larves, ont été constitués : un groupe témoin exposé a du DMSO
(40 pL dans 40 mL d’eau), et trois groupes soumis a faibles doses de thiaclopride : 10°% 107 et

10 mol.L"!. Ces traitements ont réitérés sept fois sur différentes pontes.

2.2 Prélévement des échantillons de zébra Fish et extraction d’ARN
Le 7éme jour, les zebrafish ont été euthanasiés et les tétes prélevées et regroupées en deux tubes

de 60 tétes environ pour chaque condition, avant d’étre congelées dans de I’azote liquide.
L’ARN total des tétes de zebrafish a ét¢ extrait a I’aide du kit NucleoSpin RNA Plus de
Macherey-Nagel.

2.3 Exposition prénatale des souris au thiaclopride
Des femelles CD 1 gestantes ont été gavées au thiaclopride du sixiéme au quinziéme jour de

gestation. Quatre groupes de 4 souris ont €t€ constitués : un groupe témoin ainsi que trois
groupes soumis a différentes doses de thiaclopride : 0.06, 0.6 et 6 mg/kg/jour, la plus faible
correspondant a I’DJA ou dose journaliere autorisée. La descendance male et femelle a été
euthanasiée a 35 jours, au moment de I’apparition de la puberté, a raison de 2 males et 2 femelles
par portée. Dans le cadre de ce travail, seuls les effets de la dose la plus élevée ont été

investigués.

2.4 Prélevement des échantillons de souris et extraction d’ARN

Hippocampe
Hypothalamus

Amygdales

Figure 5 : Coupe frontale d’un cerveau de souris et mise en évidence des zones prélevées.

Au jour 35 du développement, une prise de sang a été réalisée par ponction rétro-orbitale puis
les animaux ont été euthanasiés. Le cerveau a été prélevé et congelé directement dans de la
carboglace pilée et conservé a -80 °C jusqu’a utilisation. Les cerveaux ont été¢ coupés en
sections épaisses de 300 um au cryostat (Microm HM560, ThermoFischer Scientist), et des

carottes ont été collectées dans 4 zones d’intérét en utilisant le brain punch set de Stoelting,



diametre 1.25 mm: le gyrus cingulaire, hypothalamus, hippocampe et amygdales. Le cervelet a
¢galement été prélevé entierement. Dans le cadre de ce travail, seuls 1’hypothalamus,
I’hippocampe et les amygdales ont été étudiés (Fig. 5) A partir de ces échantillons, I’ARN total
ont été extrait a grace au kit NucleoSpin pour Nucléozol de Macherey-Nagel, et mis en solution
dans 40 pL d’eau RNAse free pour le gyrus cingulaire, ’hypothalamus, I"hippocampe et les
amygdales, et 60 pL pour le cervelet.

2.5 Rétro-transcription

Amplification Amplification
v T

b)

a)

RFU
RFU

MMLV

10 [

Cycles

Cq
iScript 20.17 iScript 17.47
iScript 20.44 iScript 17.66
E"T‘;‘élﬁlf)'f;e; : EF1 ::;:f; i:ij 1M1 - cervelet GAPDH :;"S 12'2
MMLV 17.94 MMLV 16.55
MMLV 17.74 MMLV 16.47

Figure 6 : Comparaison des deux protocoles de RT : iScript et M-MLV dans les deux modeéles animaux. A : courbe d’amplification
et valeurs de Cq (quantification cycle). Expérience réalisé sur I’ARN total extrait de I'itération 6 de I'exposition des poisons zebres
a une concentration de 10-7M de THI. B : Courbe d’amplification et valeurs de Cq. Expérience réalisée sur I’ARN extrait du
cervelet d’une souris mdle provenant d’une portée non-traité au THI. Valeurs et courbes obtenues via le logiciel BioRad
CFXmanager.

Un premier essai de transcription inverse (RT) a été réalis¢ a I’aide du kit iScript de BioRad.
Cependant, les valeurs de Ct (threshold cycle : le nombre de cycle nécessaire pour atteindre le
niveau seuil) obtenues étaient élevées, témoignant d’un manque d’efficacité de I’amplification
par rapport aux valeurs couramment obtenues dans notre laboratoire. Ainsi les valeurs obtenues
pour les génes étudiés étaient trop élevées pour de nombreuses combinaisons d’amorces pour
permettre une interprétation correcte (> 32). Une seconde méthode a été testée et comparée a la
précédente, et cela pour les deux modeles animaux (Fig.6). L’ARN a été transcrit en utilisant
la reverse transcriptase M-MLV de Promega, selon le protocole suivant : un microgramme
d’ARN est déposé dans un tube stérile de 1.5 mL, avec 1 pL de radom primers. Le volume total
est ensuite ajusté a 10 uL avec de I’eau RNAse free et I’hybridation entre I’ ARN et les amorces
est permise par une incubation a 65 °C pendant 10 min. Puis, le tube est conservé sur glace et
I’on ajoute 15 uL du mélange RT, soit pour chaque tube : 5 pL. de tampon M-MLV-RT 5X
(Promega), 0.6 pL d’un mélange de INTP a 25 mM, 1 pL de Reverse Transcriptase MMLV a
200 U.uL! et 8.4 uL d’eau. Le mélange est incubé 1h30 a 37 °C, avant une dilution au 40°™



permettant de réaliser la PCR. Au vu des résultats d’amplification par PCR, c’est cette seconde

méthode de transcription inverse qui a donc été privilégiée

2.6 qQPCR

La PCR a été réalisée avec 2.5 pL d’amorces concentrées a 300 nM, et 5 pL. de Syber Green

(iTaq SYBER, Biorad) pour 2.5 uL de RT au 40°™. Chaque point a est réalisé en triplicat. Les

amorces qui ne proviennent pas de la littérature ont ét¢ définies grace a la fonction « Pick

Primers », proposé a partir de la séquence compléte de I’ARN du géne, présente dans la base

de données du NCBI (Tab.1). Les génes de ménage utilisés sont ’EF1 chez le poisson-zebre et

GAPDH pour la souris.
organisme | géne Amorce Reverse Amorce Forward

EF 1 CCGCATTTGTAGATCAGATGG AGCAGCAGCTGAGGAGTGAT
Era GCTGCAGCTCCTCCTCCTGG CTGGAGATGCTGGACGCTCA
Erfl CCAGCAGACACAGCAGCTTGGA | GATCCTCCTGAACTCCAACATG
ErB2 CCAGCAGATTCAGCACCTTCCC GATCCTGCTCAACTCTAATAAC
Aromatase CATACCTATGCATTGCAGACC | TCGGCACGGCGTGCAACTAC
PCNA GGACAGAGGAGTGGCTTTGG CTCACAGACCAGCAACGTCG

poisson- B.PNF . GGCGAAGAGCGGACGAATATC GGCGAAGAGCGGACGAATATC

sébre (Ozdemir et al., 2018)

Synaptophysine

CCCTGAGAGCTGGCATACTG

ATGCAAAGAGCTGCACGAAC

Nestine
(Venables et al., 2016)

AGGGTGTTTACTTGGGCCTGAAA

ATGCTGGAGAAACATGCCATGCAG

Synapsine lla
(Fan et al., 2010)

TGGTTCTCCACTTTCACCTT

GTGACCATGCCAGCATTTC

Neurogenine 1
(Soares et al., 2017)

TGCCCAGATGTAGTTGTGAGCGAA

TGCACAACCTTAACGACGCATTGG

GAPDH ACCACCCTGTTGCTGTAGCC GCATGGCCTTCCGTGTTCC
Era TTGCTGAGGCTTCCTCTTGG AGGCAAAAGGGATTCCAGGG
Erp CCTTCACAGGACCAGACACC TTTAGCCACCCACTGCCAAT
Aromatase GAGGTTCACGCCACCTACTC ATGAGGACAGGCACCTTGTG
PCNA CGTGAGACGAGTCCATGCTC GCCAGACCTCGTTCCTCTTAG
souris | DCX ACGTTGACAGACCAGTTGGG GACCTGACCCGATCCTTGTC
Synaptophysine TCTCTTGAGCTCTTGCCCAC ATCAACCCGATTACGGGCAG
BDNF GGTAAGAGAGCCAGCCACTG TTGTTTTGTGCCGTTTACCA
Nestine AGAGCACCTGCCTCTTTTGG GTGACCCTTGGGTTAGAGGC
Synapsine lla TCAAGTCATGGGACATCGCC GAGACCATCCGGAGCTTGAG

Neurogenine 1

TACTGGGGTCAGAGAGTGGGT

CGCTTCGCCTACAACTACATC

Tableau 1 : Liste des amorces utilisées pour les gPCR.




2.7 Analyse des données PCR et traitement statistique
A D’issu de la PCR, les Ct (threshold cycle) ont été traités selon la méthode du ACt en utilisant

un géne de ménage comme référence. Pour chaque individu, la valeur 2-(Ctgene- Cteene deréfrence) 5
¢té¢ calculée. Ainsi, les variations internes éventuelles ont été négligées. Puis, les tests
statistiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel GraphPad : une Anova a un facteur pour
comparer les quatre conditions d’exposition du poisson-zebre et une Anova a deux facteurs
(dose et sexe) pour étudier les effets chez les souris. Si les données ne respectaient pas les
conditions d’application d’une ANOVA a deux facteurs, a savoir, homogénéité des variances
et répartition selon une loi normale, un test de Mann-Whitney permet de comparer les

conditions deux a deux en conditions non-paramétriques. Les valeurs ont ét¢ considérées

comme statistiquement significatives si p<0.05.

2.8 Electrophorese
Pour vérifier la présence de plusieurs variants dans un résultat d’amplification PCR, une

¢électrophorese a été réalisée sur les mix de PCR issus de I’hypothalamus et ’amygdale et
amplifiés avec les amorces ERB. Un gel d’agarose a 2% a été réalis¢ avec 1 pL de GelRed
Nucleic Acid (Biotium). 10 pL. de mix PCR ont ét¢ déposés sur ce gel avec 2 uL de Loading
Buffer, dans un tampon de migration TAE 1X. Nous avons réalisé la migration pendant 2h30,
a 50 mV. Un marqueur de poids moléculaire : GeneRuler bp DNA ladder (Fermentas) est utilisé

en trois points du gel. La révélation est effectuée avec le GelDoc XR+ de Biorad.



Normallzed expression 1o EF 1

Normaized expression to EF1

Résultats

3. Effets du thiaclopride sur les poissons-zebres
Les PCR réalisées chez le poisson-zébre ont permis d’étudier la transcription de plusieurs

marqueurs : des marqueurs neuroendocriniens (ERa, ERP1, ERP2, et Aromatase), des
marqueurs de prolifération (PCNA, Nestine, Neurogenine), des marqueurs de fonctionnalités
neuronales (BDNF, Synapsine Ila, Synaptophysine) et un marqueur de survie cellulaire : la
caspase 3. Sur tous ces marqueurs, aucune différence significative d’expression n’a été
remarqué (Fig. 7), au regard des différentes doses de thiaclopride utilisées (10°M, 107M et 10-
M) car 0.08641 < F(3 , 24) < 1.505.
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Figure 7 : Effet du thiaclopride sur la transcription des marqueurs de neuroplasticité chez le poisson-zébre. Analyse des
marqueurs endocriniens (a-d), des marqueurs de prolifération (e-g) et des marqueurs synaptiques (h-j). Analyse également
de la survie cellulaire (k). Les cadres indiquent les valeurs des ANOVA.

3.2 Souris
3.2.1 Hippocampe

Marqueurs neuroendocriniens
Apres I’exposition des meres a 6mg/kg/jour de thiaclopride du jour 6 a 15 de la gestion, les

marqueurs des récepteurs aux cestrogénes et de I’aromatase n’ont pas été statistiquement
modifiés chez les jeunes, par rapport aux portées contrdles. Le traitement n’affecte donc pas la
transcription des marqueurs endocriniens, dans nos conditions expérimentales. (Fig. 8a-c).
Prolifération et différenciation

L’exposition périnatale au thiaclopride a affecté la transcription de plusieurs marqueurs de
prolifération et de différenciation. Ainsi, une diminution significative du niveau de transcrit du

géne PCNA est observée (Fig. 8d) : les résultats du test de Mann-Whitney indiquent U = 2 pour

10



les males et de U = 0 pour les femelles dans 1’évaluation du facteur traitement. C’est également
le cas pour le marqueur DCX, associé¢ aux neuroblastes et donc aux étapes précoces de la
différenciation neuronale (Fig. 8g). Le sexe des souris étudiées affecte également le niveau de
transcrits de ce géne sans interaction avec le traitement. En effet, une ANOVA a deux facteurs
a pu étre réalisée et les statistiques de test associées aux facteurs traitement et sexe sont
respectivement de F(1,26) =31.67 et F(1,26) = 5.643 alors que le facteur interaction n’est pas
significatif. En revanche, la nestine et la neurogenine ne sont pas affectées par le traitement.

Marqueurs synaptiques
En se concentrant sur les marqueurs synaptiques, il ressort que la transcription de la synapsine

Ila et de la synaptophysine est également diminuée par 1’exposition au thiaclopride (Fig. 81 et
8)). En effet, les statistiques de test associées a ces deux marqueurs pour le facteur traitement

sont de F(1,27) = 107.4 et F(1,25) =32.39 respectivement.
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Figure 8 : Effet du thiaclopride sur la transcription des marqueurs de neuroplasticité chez la souris dans I’hippocampe. Expression des géenes
rapportée au géne de référence. Analyse des marqueurs endocriniens (a-c), des marqueurs de prolifération et de différenciation (d-f) et des
marqueurs de fonctionnalité neuronale (h-j). Les cadres indiquent les valeurs des statistiques (ANOVA ou Mann Whitney. * p<0.05, *** p<0.001,
EEE X

p<0.0001).
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3.2.2 Hypothalamus
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Figure 9 : Effet du thiaclopride sur la transcription des marqueurs de neuroplasticité chez la souris dans I’hypothalamus. Expression des génes
rapportée au gene de référence. Analyse des marqueurs endocriniens (a-c), des marqueurs de prolifération et de différe. Les cadres indiquent les
valeurs des statistiques (ANOVA ou Mann Whitney. * p<0.05, ** p<0.01).

Marqueurs neuroendocriniens
Tout d’abord, les marqueurs des récepteurs aux cestrogenes alpha et de I’aromatase ne sont pas

statistiquement affectés par 1’exposition des meres au thiaclopride. C’est par contre le cas du
récepteur ERp, pour lequel, un effet significatif du traitement est observé (F(1,22) = 8.307).
(Fig. 9a-c)

Prolifération et différenciation

Parmi les marqueurs de prolifération et de différenciation (Fig. 9d-g), la nestine a été impactée
par le traitement, mais uniquement chez les femelles (U =2) ou sa transcription a été diminuée.
Les autres marqueurs utilisés n’ont pas été significativement affectés (PCNA, DCX,
neurogenine).

Fonctionnalité neuronale

Un dernier marqueur a vu sa transcription diminuée par le traitement au THI : la synapsin Ila,

qui est un marqueur synaptique (Fig. 9j) mais uniquement chez les individus males (U = 12).
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Alors que les autres marqueurs de fonctionnalité¢ (BDNF et synaptophysine) ne présentaient pas

de changement significatif (Fig. 9h et 91)).

3.2.3 Amygdales
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Figure 10 : Effet du thiaclopride sur la transcription des marqueurs de neuroplasticité chez la souris dans 'amygdale. Expression des génes rapportée

au géne de référence. Analyse des marqueurs endocriniens (a-c), des marqueurs de prolifération et de différenciation. Les cadres indiquent les valeurs
des statistiques (ANOVA ou Mann Whitney. ** p<0.01, *** p<0.001).

Marqueurs neuroendocriniens :
Dans cette région du cerveau, la transcription des marqueurs endocriniens n’était pas affectée

par le traitement. Les résultats des tests effectués sur ERa, ERf et I’aromatase étaient non
significatifs (Fig. 10a-c)

Prolifération et différenciation

L’étude des marqueurs de prolifération, montre un impact du traitement sur le marqueur double-
cortine (Fig. 10g). La transcription de celui-ci était augmentée par le traitement, aussi bien chez
les males que les femelles (U =4 et U = 0). En revanche, ce n’était pas le cas des marqueurs

PCNA, nestine et neurogenine (Fig. 10d-f)
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Marqueurs de fonctionnement neuronal
Parmi les marqueurs de fonctionnement neuronal utilisés, aucun n’était significativement

affecté par le THI. (Fig 10h-j)

3.2.4 Electrophorese et amorce ER[3

Lors de I’analyse des plaques PCR de I’amygdale et de ’hypothalamus, il était apparu que les
amorces ERP choisies conduisaient a I’apparition de trois types de profil sur les courbes de
fusion : ceux avec un pic aux alentours de 80°C, avec un pic a 83/82.5°C ou avec ces deux pics.
Cela sugggérait la reconnaissance de deux variants du géne ERp par le couple d’amorces. Pour
vérifier cela, une électrophorése a mis en valeur la présence de deux bandes (Fig. 11) dans les
produits de PCR. Pour vérifier s’il s’agit bien de différents variants du gene, des expériences

de séquencages sont en cours.

Melting

83 80/83 80 83 80/83 80 83 80 83 80 83
temperature

Hypothalamus Amygdales

Figure 11:Mise en évidence de deux bandes dans les PCR utilisant le couple d’amorces ERB. Gel
d’électrophoreése des produits de PCR suivant le profil de courbe de fusion détecté
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4. Discussion
Nous avons ¢étudié I’effet du thiaclopride sur des marqueurs neuroendocriniens, de prolifération

cellulaire et de différenciation et de fonctionnalité neuronale. Des effets ont été observés chez

la souris, mais pas chez le poisson-zebre.

4.1 Chez les souris, effet du thiaclopride sur les synapses
Les marqueurs synaptophysine et synapsine Ila sont influencés par le traitement dans

I’hippocampe et les amygdales. La synaptophysine est un marqueur des vésicules synaptiques.
La synapsine Ila est une phosphoprotéine associée aux relargages des vésicules synaptiques
(Hilfiker et al., 1999). L’exposition au thiaclopride entraine une diminution de la transcription

de ces marqueurs conduisant a plusieurs interprétations.

En effet, cela peut indiquer une baisse du nombre de connexions synaptiques, et donc indiquer
un nombre moins important de synapses. Mais cela peut aussi étre 1ié une baisse d’activité
synaptique pour le méme nombre de synapses.Il est important de garder a 1’esprit que ces
marqueurs ne sont pas spécifique du systeéme cholinergique et les effets observés peuveut avoir
lieu dans un autre systéme de neurotransmetteurs. En effet, le systéme cholinergique est
interconnecté avec d’autres systémes de neurotransmetteur, comme le systéme glutaminergique

ou dopaminergique.

4.2 Effet sur la prolifération différents, selon les régions du cerveau des souris
Dans I’hippocampe, le traitement affecte la transcription du marqueur PCNA et DCX. Hors,

PCNA est un protéine impliquée dans les mécanismes de prolifération et de réplication
(Kelman, 1997), c’est un marqueur des cellules progénitrices. La double-cortine est une
protéine associée aux microtubules (Gleeson et al., 1999); ¢’est un marqueur des neuroblastes.
Ainsi, le traitement inhibe la prolifération dans I’hippocampe, alors qu’un effet inverse est
observé dans ’amygdale. En effet, la transcription du marqueur DCX y est plus importante

chez les individus traités que chez les individus témoins.

Cette différence indique que le THI n’est pas toxique pour tous les types cellulaires mais affecte
de facon différente chacune des régions. Cela peut suggérer qu’un seul type cellulaire soit
affecté, et que selon la répartition des récepteurs nAChRs, il ne soit pas activé de la méme
facon. Cela est peut €tre 1i¢ a la disposition des récepteurs nAChRs dans ces régions et a la

connexion avec les autres systemes de neurotransmetteur.

4.3 Effet du sexe chez les souris
Dans I’hippocampe, le sexe a un effet significatif sur la transcription du facteur DCX. On

remarque également que les marqueurs synapsine Ila et nestin ne sont affectés par le traitement

que pour un seul des deux sexes dans I’hypothalamus (male pour la synapsine Ila et femelle
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pour la nestine). Ainsi la sensibilité¢ au traitement est liée au sexe des individus traités. Les
stéroides sexuels pourraient avoir un effet activateur ou organisateur. Un effet organisateur
correspondant & un effet permanent 1i¢ a la présence d’une molécule durant une fenétre
temporelle précise et un effet activateur correspondant a un effet réversible dépendant de la
présence de la molécule. La puberté étant plus précoce chez les femelles que chez les males,

elle pourrait étre a 1’origine d’un effet activateur.

4.4 Souris et barrieéres physiologiques
Cette étude étant réalisée a 1’échelle physiologique, il est important de se demander comment

le thiaclopride a pu avoir ces effets sur la transcription des différents geénes, et notamment, si il

a atteint les récepteurs AChRs présents dans le cerveau.

Chez les souris, la BHE commence a se mettre en place avec I’apparition de 1’angiogenése, a
partir du 10°™ jour de développement embryonnaire. Elle n’est donc pas présente au début de
I’exposition au THI et n’est pas complétement formée a la fin de celle-ci. On peut donc émettre
I’hypothese qu’elle n’est pas un facteur limitant ’accés du THI aux récepteurs nAChRs du
systeme nerveux central. Une autre barriere est également mise en jeu car le traitement est
administré aux meres durant la gestation et les cerveaux de la progéniture sont investigués. Le
placenta forme une surface d’échange entre la mere et I’embryon, il permet des échanges mais
assure aussi une filtration. Aujourd’hui, aucune étude n’a démontré la possibilité du thiaclopride
a passer la barriére placentaire. Cependant, les effets observés sous-entendent la capacité du
thiaclopride a passer a travers certaines de ces barrieres mais les effets observés peuvent
¢galement étre dii a des effets indirects du traitement. Par exemple, les métabolites issus du
thiaclopride peuvent également étre investigué. Certaines études ayant déja appuyé€ ce point

comme étant une possible explication de la toxicité de ces molécules (Simon-Delso et al., 2015).

4.5 Etude chez le poisson-zebre
L’absence d’effets chez le poisson-zebre peut étre expliquée par différentes raisons. En premier

lieu, les récepteurs nAChRs, ne sont pas les mémes chez tous les vertébrés et méme si ils sont
¢tudiés chez les poissons, ils pourraient avoir une affinité pour les néonicotinoides moindre que

ceux des souris.

La méthode de prélevement qui différe entre les deux modéles est trés probablement
responsable des différences de résultats obtenus. Le systeme de carotte dans le cerveau de souris
permet de se focaliser sur des régions précises. En revanche, chez les poissons, I’ensemble de

la téte est prélevée, ce qui peut masquer d’éventuelles modifications locales.
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Durant les deux premiers jours d’exposition, les larves se développent a I’intérieur d’un
chorion, une enveloppe protectrice, délimitant un ceuf. C’est pendant ces deux jours que se
développe le systéme nerveux central et ou il n’y a pas de barriere hématoencéphalique. Ainsi,
on peut faire I’hypothese que le thiaclopride ne passe pas la barriere formée par le chorion. Cela
pourrait étre vérifié en sortant les larves du chorion, comme cela a déja été fait (Sarty et al.,
2017). De plus, la mise en place de la BHE au moment ou la larve sort de son chorion pourrait

également expliquer 1I’absence de résultats significatifs chez le poisson-z¢ebre.

Les doses utilisées se rapprochant des doses d’exposition réelles, sont des doses faibles
comparativement aux €tudes précédentes (45 uM comme faible concentration d’exposition
(Crosby et al., 2015)). Cela peut étre également un facteur expliquant 1’absence d’effets

significatifs.

4.6 Perspectives
Cette étude s’inscrit dans un projet plus large et complet. Il est important de souligner que seules

trois régions du cerveau et une dose de thiaclopride ont été investiguées chez la souris. Le gyrus
cingulaire et le cervelet des individus présentés dans ce rapport pourraient apporter d’autres
¢léments de compréhension. Il est également important de noter que des analyses
complémentaires seront réalisées sur ces mémes régions chez des individus soumis a différentes

doses.

Lors de I’euthanasie des souris, le sang, les gonades et le foie ont également été prélevés. Le
cerveau est directement connecté a ces organes et des mécanismes de rétrocontrdle réciproques
sont a I’ceuvre. Il est donc important de remettre les résultats obtenus sur ces autres organes en
relation avec ceux présentés ci-dessus afin de déterminer les liens de cause a effet entre les
organes. Ainsi les impacts dans le cerveau peuvent influencer le fonctionnement du foie, et

vice-versa.

Nous étudions ici un seul néonicotinoide : le thiaclopride. Sachant que les différentes
générations de molécules n’ont pas exactement les mémes propriétés (absorption, interaction
avec les récepteurs...), le travail avec d’autres molécules apporterait des données
complémentaires. De la méme facon, les résultats différent selon I’espéce étudiée, soulignant

ainsi la difficulté a définir un modele unique et approprié dans des études de toxicologie.
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