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RESUME:

La cyclosporine (CsA), un décapeptide cyclique lipophile neutre est utilisé
avec succes dans la médecine de transplantation et dans le traitement des
maladies auto-immunes telles que l'uvéite, l'arthrite rhumatismale et le
psoriasis. Cependant, il a été rapporté que l'administration de la CsA
(20mg/kg) provoque un dysfonctionnement aussi bien au niveau gonadotrope
que neuro-comportemental. L'objectif de notre étude est de proposer une
stratégie thérapeutique basée sur le traitement combiné CsA tout en
s'appuyant sur I'hypothése du rdle central de la boucle de régulation
corticostérone-cytokines pro-inflammatoires dans I'apparition des troubles liés
a l'administration de la CsA. Le kétoconazole (KTCZ), un antifongique actif
par voie orale, a été choisi dans notre étude, de par ses propriétés neuro-
comportementales (antidépresseur et anxiolyique) et physiologique (anti-
gonadotrope et corticobloquant).

Dans notre étude, nous avons procédé a I'administration combinée de la
CsA (en IP) et du KTCZ (voie orale) pendant 14 jours successifs chez des
rats males Wistar subissant subséquemment le test de nage forcée (FST). Le
test de la nage forcée chez les rats est un modéle comportemental pré-
clinique qui posséde une bonne validité prédictive et est largement utilisé pour
déterminer l'efficacité des médicaments antidépresseurs (ADS). En plus des
investigations histo-pathologiques classiques des organes cibles (testicules,
thymus, surrénales), des tests comportementaux neuropharmacologiques ont
été utilisés dans cette étude, notamment le test du labyrinthe en croix
surélevée (Elevated plus maze test) pour mesurer le degré d'anxiété de
I'animal, le test des champs ouverts (Open field test) pour évaluer l'activité
locomotrice et le test du labyrinthe de Morris (Morris water maze) pour
apprécier les capacités mémoratives de I'animal.

Nos résultats ont signalés que linjection intra péritonéale de la CsA
(20mg/kg) provoque des dommages testiculaires associés a une diminution
de la testostéronemie, hyperplasie de la corticosurrénale et dégénérescence
lobulaire thymique. Au niveau comportemental, nous avons enregistré une
amélioration nette  de I'apprentissage de mémoire ainsi qu'un effet
antidépresseur et anxiolytique. Des résultats similaires ont été retrouvés suite
a l'administration du KTCZ. Cependant, nous avons signalé hypertrophie
thymique, une hyperplasie de la médullo-surrénale et des troubles de la
mémoire.

Le traitement combiné CsA+KTCZ a provoqué une réparation a tout les
niveaux testiculaire, thymique, surrénalienne, hormonale et comportemental.

Mots Clés: Ketoconazole, cyclosporine, dommages testiculaire,
comportement, rat.



ABSTRACT

Cyclosporine (CsA ), is a neutral lipophilic decapeptide cyclic and he was
successfully used in transplant medicine and in the treatment of autoimmune
diseases such as uveitis, psoriasis and rheumatoid arthritis . However, it has
been reported that the administration of CsA (20mg/kg) causes a dysfunction
at both gonadotropic that neurobehavioral . The objective of our study is to
propose a therapeutic strategy based on the combined CsA treatment while
relying on the assumption of the central role of corticosterone - pro-
inflammatory cytokines in the development of disorders induced by the
administration of CsA . Ketoconazole ( KTCZ), an orally active antifungal ,
was chosen in our study, with its neuro- behavioral properties ( antidepressant
and anxiolyique) and physiological (anti- gonadotropic and corticoblocking). .

In our study, we performed the combined CsA administration (IP) and
KTCZ (oral) for 14 consecutive days in male Wistar rats subsequently the
forced swim test (FST). The forced swimming test in rats is a preclinical
behavioral model has good predictive validity and is widely used to determine
the effectiveness of antidepressant drugs (ADS) . In addition ,conventional
histopathological investigations in target organs (testes , thymus, adrenal ) ,
neuropharmacological behavioral tests were used in this study, including the
measure of the anxiety degree of the animal by the elevated place maze test,
measure of the locomotor activity by the open fields test the and the use of
Morris water maze test to assess the capacity of rat memory.

Our results indicated that the intraperitoneal injection of CsA (20mg/kg)
cause testicular damage associated with a decrease in testosterone , adrenal
cortical hyperplasia and lobular thymic degeneration. At the behavioral level ,
we recorded a significant improvement in learning and memory that an
antidepressant and anxiolytic effect . Similar results were found following
administration of KTCZ . However, we reported thymic hypertrophy , adrenal
medulla hyperplasia and memory disorders .

The combined treatment CsA + KTCZ induced a repair in all levels in
testicular , , adrenal , Thymic , hormonal and behavior disorders.

Keywords: Ketoconazole, cyclosporine, testicular damage, behavior, rat.
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Introduction générale

. INTRODUCTION GENERALE

Aujourd'hui, les greffes de la moelle osseuse et des organes sont
réalisées avec succes. Mais les réactions de rejet se produisent quand un
organe étranger est attaqué par le systéme immunitaire du corps du patient
transplanté. De nombreux médicaments immunosuppresseurs sont utilisés
pour prévenir les réactions de rejet, dont le prototype est la cyclosporine A
(CsA) (Gaffari et al., 2010).

La CsA, un décapeptide cyclique lipophile neutre (C¢H11N11O12), a été
isolée a partir d'un champignon, Tolypocladium inflatum. Bien qu'au début il
ait été d'abord identifié en 1976 comme agent antibiotique, par la suite il a été
découvert comme agent immunosuppresseur puissant (Borel et al., 1976). ||
est utilisé avec succés dans la médecine de transplantation et dans le
traitement des maladies auto-immunes telles que l'uvéite (Nussemblatt,
1987), l'arthrite rhumatismale (Yoshinoya et al., 1988) et le psoriasis
(Mihatsch et Wolff, 1992).

L'effet immunosuppresseur puissant de la CsA est attribuée a sa fonction
spécifique inhibitrice sur la génération de lymphokines, de différenciation et
de voie de transduction du signal des récepteurs des cellules T ( Rezzani ,
2004; Rezzani , 2006).

Cependant, il a été rapporté que l'administration d'une dose-dépendante
de la CsA (20mg/kg ou plus) provoque une diminution du poids des organes
reproducteurs de rats méles (Seethalakshmi et al., 1987; Seethalakshmi et
al., 1990b) ainsi que des dommages testiculaires (Sirinivas et al., 1998;
Masuda et al., 2003 ; Tiirk et al., 2007).

En plus de la prévention du rejet d'allogreffe, la CsA présente une variété
d'activités  biologiques, y compris anti-fongique, anti-inflammatoire,
immunosuppressive, et des propriétés anti-parasitaires (Beauchesne et al.,
2007). Ainsi, des niveaux sériques élevés de CsA peuvent induire une
neurotoxicité (Kunzendorf et al., 1988; Gottrand et al., 1991). De plus, la
CsA stabilise la membrane mitochondriale neuronale et empéche la libération
des facteurs apoptogenes dans le cytosol. En outre, des études récentes ont

démontré que la CsA exerce un réle neuroprotecteur (Butcher et al., 1997;

-1-
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Friberg et al., 1998), ainsi que des effets trophiques (Borlongan et al., 1999;
Dawson et al., 1995), et modifie I'activité comportementale chez les animaux
normaux et les modéles humains qui ont des maladies du trouble
neurodégénératif (Borlongan et al.,1996; 1997; 1999]. En effet, il a été
trouvé que la CsA est une protection contre I'épuisement dopaminergique
chez le modéle animal parkinsonien (Kitamura et al.,1994, Matsuura et al.,
1997). Ainsi, la CsA est a la fois un puissant outil pour élucider les
mécanismes neurotrophiques et un potentiel agent thérapeutique dans les
troubles du cerveau, tels que la maladie d'Alzheimer (Borlongan et al.,
2000).

Le traitement des patients a la CsA provoque des effets secondaires
neuropsychologiques, y compris des modifications dans les réponses
émotionnelles (Kahan et al., 1994). Cependant, les traitements
immunosuppresseurs cliniques utilisant la CsA induisent des changements
dans l'état mental des patients (Mason, 1990) dans 20% des transplantations
des greffes des reins (Kahan et al., 1987) et du foie (De Groen et al., 1987) .
Donc les études chez les rongeurs sont nécessaires pour étudier les troubles

affectifs induits par la CsA.

Chez les rats Wistar, Hirano et al (1994 ) ont rapporté que le traitement a
la CsA, a des doses proches de celles utilisées pour l'immunosuppression
chez les patients transplantés, diminue de fagon significative la réponse
immédiate des glucocorticoides au stress du froid (cold stress). Chez le rat, la
CsA pourrait affecter la thermorégulation (Yiice et al., 2008). Ainsi, les
animaux traités avec ce médicament pourraient afficher une baisse d'activité
liee a I'hypothermie ou le traitement a la CsA induit ce qui est appellé un
sickness behavior ou comportement de maladie (Rezzani, 2004). Les
chercheurs attribuent ce comportement aux cytokines proinflammatoires, en
particulier l'interleukine-1 (IL-1). Comme la CsA ne peut pas traverser la
barriere hémato-encéphalique intacte (Faulds et al., 1993; Kahan et al.,
1989), les effets de la CsA sont probablement susceptibles d'entrainer la
perception des niveaux de cytokines modifiées par le systéme nerveux central

comme il a été démontré pour I'lL-1 (Besedovsky et Del Rey, 1996; Laye et
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al., 1995). Le systéme nerveux central (SNC) et le systéeme immunitaire (SI)

interagissent via des voies afférentes et efférentes (Madden et Felten, 1995).

Le domaine de la recherche qui s'intéresse aux interactions entre SNC et
S| est appelé psycho-neuro-immmunologie. Depuis I'avénement de cette
discipline (Ader, 1981), une série de travaux de recherche échelonnés a
démontré que les désordres mentaux, en I'occurrence la dépression, n'étaient
pas sans liens avec les modifications des fonctions immunitaires et
inflammatoires sous-jacentes, et affectent les réponses de I'organisme aux
agressions éventuelles de tout ordre (Tecoma et Huey, 1985; Herbert et
Cohen, 1993; Makino et al., 1998; Maes et al., 1999; Deak et al., 2003). En
effet, les malades déprimés ont fait et font toujours I'objet de nombreuses
études en Psycho-Neuro-Immunologie. Au départ, il s'agissait essentiellement
de tester I'nypothése d'une relation entre la dépression mentale et la baisse
des défenses immunitaires. Certains auteurs ont pu observer que les patients
déprimés présentent en général une lymphopénie, une réduction des
réponses lympho-prolifératives aux mitogénes non spécifiques et une baisse

de l'activité cytotoxique des cellules NK (Zorilla et al., 2001).

Cependant, des données récentes montrent que, malgré la relative
disparité des résultats obtenus, les patients déprimés ne présentent pas
toujours une immunodépression généralisée, comme le laissent penser les
travaux sur les effets du stress sur les réponses immunes, puisqu'on peut
parfois noter des signes d'activation du systéme immunitaire au niveau de
limmunité acquise (Maes et al., 1999). Ces observations, jointes aux
données disponibles quant aux effets sur I'hnumeur et le comportement des
cytokines proinflammatoires libérées par les monocytes et les macrophages,
ont permis de proposer la théorie macrophagique de la dépression, qui
attribue a cette activation immune un réle dans la physiopathologie de la
dépression (Smith, 1991).

Par ailleurs, sachant que des niveaux élevés de cortisol peuvent jouer un
réle dans les anomalies observées dans la dépression (Holsboer, 2001 ; Frih
et al., 2009), I'utilisation des inhibiteurs de la biosynthése de cortisol, par

exemple, une forte dose de kétoconazole (KTCZ), ont été employés comme



Introduction générale

stratégie de traitement des épisodes dépressifs (Murphy et al., 1991 ;
Wolkowitz et al., 1993).

Le KTCZ, un antifongique actif par voie orale, a été signalé pour le
premier a avoir une activité contre le cancer de la prostate il y a pres de 20
ans (Trachtenberg et al., 1983). Le KTCZ abaisse le cortisol plasmatique
chez 'homme et la corticostérone plasmatique chez le rat, en empéchant
diverses étapes de la synthése surrénalienne des corticoides et en agissant
en tant qu'antagoniste des récepteurs stéroides (Sonino 1987). Il a été
rapporté que le KTCZ réduit I'immobilité dans le test de la nage forcée (effet
antidépresseur-like) et I'anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevée
(Frih et al., 2010).

Dans notre étude, nous avons opté pour une démarche expérimentale en
se basant sur I'hypothése du rdle central de la boucle de régulation
corticostérone-cytokines pro-inflammatoires dans l'apparition des troubles
anxieux liés a I'administration de la CsA. Nous avons procédé a
'administration combinée de la CsA (en IP) et du KTCZ (voie orale) pendant
14 jours successifs chez des rats males Wistar subissant subséquemment le
test de nage forcée (FST). Le test de la nage forcée chez les rats est un
modéle comportemental pré-clinique qui posséde une bonne validité
prédictive et est largement utilisé pour déterminer [lefficacité des

médicaments antidépresseurs (ADS) (Borsini et Meli, 1988).

En plus des investigations histo-pathologiques classiques des organes
cibles (testicules, thymus, surrénales), des tests comportementaux
neuropharmacologiques ont été utilisés dans cette étude, notamment le test
du labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus maze test) pour mesurer le
degré d'anxiété de I'animal, le test des champs ouverts (Open field test) pour
évaluer l'activité locomotrice et le test du labyrinthe aquatique de Morris

(Morris water maze) pour apprécier les capacités mémoratives de I'animal
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Il. MATERIEL ET METHODES
I.1. Matériel biologique

11.1.1. Elevage et lotissement des animaux

Notre matériel biologique est le rat male blanc Ratus ratus de la souche
Wistar, agés de 6 mois et de poids moyen de 250g + 10g provenant de
I'Institut Pasteur d'Alger.

Les animaux sont élevés dans des cages polyéthyléne. lls subissent une
période d'adaptation de 4 semaines dans les conditions environnementales
de la salle d'expérimentation (photopériode naturelle, humidité, température).
Leur nourriture est composée de mais, d’orge, de lait et de compléments
vitaminés (GAE: Groupe Agricole de I'Est, El Harrouch). L’eau de boisson est

servie dans des biberons ad libitum.

Les rats sont soumis a un régime photopériodique naturel. En raison de
'extréme susceptibilité des systéemes de riposte au stress a toutes sortes
d’agressions, nous avons attaché la plus grande importance aux conditions
de manipulations journaliéres et a I'environnement ou les bruits sont atténués.
Les animaux sont manipulés par le méme expérimentateur. Les animaux ont
été répartis au hasard en quatre groupes expérimentaux de huit rats chacun

(Tab.01) et ont recu les traitements suivants:

Le groupe contréle ou le groupe témoin (T): a regu une injection sous-

cutanée quotidienne de 1 ml d'huile d'olive.

Le Groupe CsA: a recu durant 14 jours, une injection intra péritonéale de

0,2 ml de CsA a raison de (20mg/kg) dilué dans I'huile d'olive.

Le groupe KTCZ: a regu durant 14 jours, par voie orale, 2 ml d’'une

solution saline de KTCZ a raison de 25 mg/kg.

Le groupe CsA+KTCZ: a regu des injections intra-péritonéales de CsA et

une administration orale de KTCZ quotidienne pendant 14 jours.
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Tableau 01: Répartition des animaux selon le protocole expérimental.

Injection sous-cutanées quotidiennes T

de 1 ml d'huile d'olive

Injection intra péritonéale de 0,2 ml CsA (20mg/kg)
de CsA + huile d'olive pendant 2

semaines.

Administration per os de 2 ml d’'une KTCZ (25mg/kg)

solution saline isotonique + KTCZ

pendant 2 semaines.

Injections intra-péritonéales de CsA KTCZ+CsA

et administration orale de KTCZ

pendant 2 semaines.
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1.2. Méthodes

11.2.1. Application des traitements
1.2.1.1. Traitement par la cyclosporine A

La Cyclosporine est un agent immunosuppresseur dont ['utilisation
thérapeutique, dés le début des années 1980, a permis un essor considérable
du domaine de la transplantation d'organes en prévenant le rejet aigu des
allogreffes. Aujourd'hui encore largement employée en transplantation (peau,
ceeur, rein, poumons, pancréas, moelle osseuse, intestin gréle), quoique
concurrencée par des molécules plus récentes, la Cyclosporine A est la forme
principale du médicament. |l s'agit d'un peptide cycligue de onze acides
aminés synthétisé par un champignon microscopique, Tolypocladium
inflatum. Elle comporte des acides aminés dextrogyres, rarement rencontrés

dans la nature (Fig 1).

La Cyclosporine A (CsA) posséde des propriétés immunorégulatrices

par inhibition de l'activation des deux lymphocytes B et T (Hess et al, 1982)

Figure 1 : Structure chimique de la cyclosporine A.

La CsA utilisée provient de chez Sandoz Ltd (Bale, Suisse). Dans notre

étude, elle a été injectée par voie intra péritonéale a une dose de 20 mg / kg.



Matériel et méthodes
Cette dose a été choisie aprés un essai de 2 doses différentes dans notre

laboratoire (10 mg/kg et 20 mg/kg).

1.2.1.2. Administration du Kétoconazole

Le Kétoconazole (KTCZ), dérivé de [Iimidazole, est un agent
antimycotique et un inhibiteur potentiel de la stéroidogénése surrénalienne et
gonadique (Santen et al., 1983) (Fig 2). Une dose élevée (25 mg/kg) KTCZ
augmente significativement le taux plasmatique d’ACTH chez les rats
normaux et inhibe la production des stéroides surrénaliens (cortisol et

corticostérone).

07)
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Figure 2: Structure chimique du kétoconazole

Dans notre étude, le KTCZ (25 mg/kg) dilué dans du NaCl a 0.9 %, a été
administré par gavage tous les jours, le matin a la méme heure, pendant 14
jours. Au cours de la nage forcée, les rats vont subir 2 sessions de tests
espacées de 24 heures : le pré-test (d’'une durée de 15 minutes) et le test (5
minutes). Le KTCZ est injecté en i.p a raison de 25 mg/kg (Porsolt et al.,
1977 ; Alexandro Da Silva, 2007). Les rats recoivent une premiére injection
Y2 heure apres le pré test; une seconde injection 5 heures avant le test, et

enfin une 3°™ injection une heure avant le test.

Le KTCZ (Nizoral) a été obtenu a partir de la société pharmaceutique

Janssen-Cilag (Beerse, Belgique).
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1.2.2. Préparation des préléevements

1.2.2.1. Décapitation et préléevement sanguin

Les prélévements sanguins se font par ponction rétro orbitaire avant le
traitement et au 14°™ jour de traitement le matin & 9h. Le sang a été recueilli
dans les tubes héparines pour la détermination de I' FNS (Formule de
Numeération Sanguine). Les lectures ont été prises rapidement au compteur
automatique de cellules sanguines PCE-210N multiparamétres (18
parameétres; Erma, Tokyo, Japon). En outre, une goutte de sang déposée sur
une lame et étalée rapidement a servi au recomptage de certains points par la
méthode de May—Grunwald—-Giemsa, afin de vérifier la fiabilité de I'appareil. Il
est a' souligner que Ihématocrite a été controlée tout au long des
prélevements puis centrifugés a 4500 tours /minute pendant 15 minutes. Le
sérum est séparé en trois fractions dans des tubes Eppendorf puis mis au
congélateur jusqu'au moment du dosage hormonale du testosterone

plasmatique.

1.2.2.2. Dissection et prélevement des organes
Les rats ont été sacrifiés sous une légére anesthésie a I'éther a l'issue du

traitement ( 14°™ jour). L’animal est fixé en décubitus dorsal, une incision est
pratiguée depuis [lorifice urogénital jusqu’au manubrium sternal. Les
testicules, le thymus et les surrénales sont rapidement prélevés sous glace a
'aide de pinces fines, pesés au moyen d’'une balance de précision [Scaltec
Instruments, Germany] puis fixés au formol pour la réalisation des coupes

histologiques.

11.2.3. Etude Histologique
Nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau des organes de

reproduction et de I'immunité. Ces organes sont prélevés aprés décapitation,
sont conservés dans du Formol. La technique histologique utilisée est celle
décrite par Martoja et Martoja (1967).

11.2.3.1. Fixation
La fixation représente le temps essentiel de la technique histologique, elle

a pour but d'immobiliser les structures en respectant leur morphologie et en
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les conservant. Dans notre étude, nous avons utilisé comme fixateur le
formol. L'utilisation de ce fixateur a pour avantage de durcir I'échantillon

étudié sans le contracter et de ce fait sans I'abimer.

11.2.3.2. Déshydratation

Une fois le fixateur éliminé par un rincage a I'eau distillée, nous sommes
passés a l'étape de la déshydratation dans un automate qui immerge
successivement dans:

e 7 bacs d'éthanol a 100%;

e 3 bacs de xylene;

e 2 bacs de paraffine chauffée a 70°C.

Nous avons placé les pieces a I'étuve et nous avons laissé s'évaporer le

xyléne progressivement; la durée de la déshydratation est de 17 heures.

1.2.3.3. Inclusion
Les pieces sont immergées dans de la paraffine fondue dans une étuve

pendant 8 heures.

1.2.3.4. Confection des coupes

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir la coupe
au microtome (GTU " Tissue-Tek") a une épaisseur de 4 a 5 u. Les coupes
sont ensuite collées sur des lames préalablement recouvertes de gélatine.
Les lames sont placées sur une plaque chauffante afin de déplisser le ruban.

Aprés refroidissement, on procéde a la coloration

11.2.3.5. Coloration
Il existe plusieurs techniques de coloration qui varient en fonction des

tissus. La méthode a I'Hématéine et a I'Eosine (H et E) est la plus utilisée a
cause de la distinction qui peut étre faite entre le cytoplasme et le collagéne:
le cytoplasme apparait en rose, tandis que le collagéne se colore en jaune

orangé.
Solution

e Alcool acide

-10 -
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- Alcool éthylique a 70%: 1000ml
- Acide chlorhydrique concentré: 5ml
Eau ammoniacale
- Eau distillée: 1000ml
- Ammoniaque: 2mi
Eosine Y
- Eosine Y, solution aqueuse a 3%: 100mi
- Alcool éthylique a 95%: 125 ml
- Eau distillée: 357ml

- Acide acétique glacial: 2gouttes

Mode opératoire

Déparaffiner et hydrater les coupes a I'eau du robinet

Rincer a I'eau distillée

Colorer avec I'nématéine de Harris (15 min)

Laver les coupes a I'eau du robinet

Différencier les coupes dans l'alcool acide (1 a 2 plongées); déposer
ensuite la lame dans un bain d'eau du robinet et vérifier au microscope
la différenciation. Les noyaux doivent étre rouges et le fond clair.

Laver a I'eau du robinet (2 a 3 min)

Bleuir dans I'eau ammoniacale

Laver a I'eau du robinet (15 min)

Colorer dans la solution d'éosine (15 sec a 2 minutes); I'éosine ne doit
produire qu'une coloration cytoplasmique franche et donner une
gamme de rose plus vif, selon l'intensité de l'acidophilie des divers
éléments

Désydratation sur lame, éclaircir et monter a I'Eukitt

Résultats

Noyaux: bleu
Cytoplasme: rose
Fibres conjonctives ( surtout le collagéne): d'un rose tirant vers l'orangé

Globules rouges: rouge claire a jaune, selon la teinte de I'éosine

-11 -
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1.2.3.6. Montage
Le montage " lame-lamelle" se fait en déposant une goutte d'Eukitt au

milieu de la lamelle.

1.2.4. Dosage de la testostérone plasmatique par ELISA.
La testostérone est une hormone sexuelle méle produite essentiellement

a 95% par les cellules de Leydig des testicules, mais une faible quantité (5 %)
est sécrétée également par la corticosurrénale. Chimiquement, Ila
testostérone est un stéroide en C19. La premiére étape de la biosynthése des

stéroides débute par la conversion du cholestérol en pregnénolone.

11.2.4.1 Principe du test

Le test ELISA est un examen de laboratoire appelé en anglais: Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay. L’ELISA est une technique biochimique,
principalement utilisée en immunologie afin de détecter la présence d’'un
anticorps ou d’un antigéne dans un échantillon. La procédure est basée sur le
principe de compétition entre deux antigénes (antigéne marqué par une
enzyme et antigéne non marqué présent dans [I'échantillon) vis-a-vis
d’anticorps spécifiques recouvrant les puits des microplaques. Le taux
d’antigénes marqués lié aux anticorps est inversement proportionnel a la
concentration de I'normone a doser. L’antigéne non marqué présent dans
I'échantillon déplace une partie des antigénes marqués durant la phase de
fixation a l'anticorps. Dans toutes ces réactions, il se crée un équilibre
dynamique. Aprés un lavage qui élimine les anticorps non fixés, les
complexes anticorps-antigénes ainsi marqués sont réveélés par addition du
substrat TMB.

L’absorbance, mesurée a 450nm, est inversement proportionnelle a la
concentration de testostérone de I'échantillon. Les dosages des échantillons
sont réalisés en comparant I'absorbance obtenue pour les échantillons a une

courbe étalon préparée a partir de standards de concentration connue.

1. Pipeter respectivement 10 ul de la solution standard, contréle et échantillon

dans les puits de microplaque;

2. Pipeter 100 ul du conjugué enzymatique fraichement préparé dans chaque

puits ;

-12 -
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3. Pipeter 50 yl d’antisérum de la testostérone dans chaque puits;
4. Incuber 90 minute a la 37C° a I'étuve;

5. Eliminer le contenu des puits de la microplaque en procédant au lavage 5
temps, 2 cycles avec 250 ul de la solution tampon de lavage diluée. Le lavage

se fait a I'aide d'un appareil TECAN Washer Colombus/ Colombus Pro;
6. Pipeter 100ul de solution substrat TMB dans chaque puits ;
7. Incuber 20 minutes a la température ambiante (20-25 C°);

8. Arréter la réaction enzymatique en ajoutant 100ul de solution d’arrét TMB

dans chaque puits. Agiter légerement, la couleur change de bleu a jaune;

9. Lire la densité optique sur un spectrophotométre a 450 nm dans les 10

minutes suivant I'addition de la solution d’arrét.

La mesure des résultats se fait a l'aide d'un lecteur ELISA TECAN
Magellan muni d'un logiciel informatique qui calcul automatiquement la
gamme étalon et donne directement la valeur de la testostérone a l'unité

désirée.

11.2.5. Etude comportementale

1.2.5.1. Procédure de la nage forcée (Forced Swimming Test)
Des conditions stressantes augmentent la vulnérabilité aux épisodes

dépressifs chez 'homme et seraient un des facteurs étiologiques de la
dépression. En effet, des modéles animaux basés sur I'hypothése que la
dépression est causée par un stress non controlé par l'animal, ont été
proposés. Ces modéles sont donc étudiés pour tenter de décrire les
conseéquences neurobiologiques et comportementales néfastes du stress sur
le plan émotionnel et comportemental chez les rongeurs. Des altérations
fonctionnelles similaires ayant été décrites dans le cas de la dépression chez
'homme ou il a été suggéré que le modéle de la nage forcée (FST)
permettrait de modéliser certaines formes de dépression. |l s’agit du test de la

nage forcée décrit par Porsolt et al. (1977). En effet, 'application du modéle

-13 -
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dépressif de Porsolt induit des réponses comportementales que nous

tenterons de détailler dans notre travail.

a- Description du test

Le FST ou Forced swimming test, est un modéle comportemental qui
permet de prédire I'efficacité d’un traitement antidépresseur (Porsolt et al.,
1977). Ce modeéle animal, utilisé aussi bien chez le rat que chez la souris,

présente cependant des différences de procédure selon 'espéce utilisée.

Le test consiste a placer individuellement le rat dans un aquarium de 40
cm de haut sur 30 cm de large. Ces dimensions permettent de s’assurer que
le rat ne pourra pas s’enfuir en s’agrippant aux bordures du dispositif.
L’aquarium est rempli d’eau a 25 C°. La hauteur de I'eau atteint 35 cm, pour
s’assurer que le rat ne se serve pas de ses membres inférieurs pour se
maintenir a la surface, et donc l'obliger a nager (Fig 3.A). Aprés une phase
d’activité vigoureuse (temps d’adaptation), 'animal contréle cesse de nager et
se fige, adoptant un comportement de désespoir. On considére que I'animal
est immobile lorsqu’il flotte en position horizontale et ne réalise que des

mouvements de faible amplitude, suffisant a maintenir sa téte hors de I'eau.

Le FST se déroule chez le rat en deux phases, le pré-test (FST1) et le test
(FST2), séparées par un intervalle de 24 heures au cours duquel le traitement
est administré. Lors du pré-test, le rat est placé pendant 15 minutes dans
'aquarium rempli d’eau dont il ne peut s’échapper. A la fin de la session,
'animal est immobile. Le jour suivant, 'animal est replongé dans I'aquarium
pendant 5 minutes, période pendant laquelle le temps dimmobilité est
enregistré. Un traitement antidépresseur efficace diminue le temps

d’'immobilité seulement lors du jour du test (Porsolt et al., 1978 et 1979).

Récemment, une amélioration du test a été validée. Cette modification
propose chez le rat, non seulement d’évaluer I'immobilité posturale, mais
aussi les deux comportements actifs impliqués directement dans la diminution

de cette immobilité, a savoir la nage et I'escalade.

-14 -
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Figure 3. A. Dispositif utilisé dans le FST

b- Variables mesurées
Les différentes variables mesurées durant le FST sont :

- Temps d’'immobilité;
- Temps de nage;

- Temps d’escalade.

11..2.5.2. Procédure du labyrinthe en croix surélevée ( Place Maze Test).

a- Description du test
Montgomery (1955) décrit I'aversion des rongeurs pour I'espace vide et

la hauteur lors des séances d’exploration libre a partir d’'un milieu familier.
Sur cette base, Handley et Mithami (1984) développent le labyrinthe en croix
surélevée, qui sera rapidement validé chez le rat (Pellow et al., 1985) puis
chez la souris (Lister, 1987), comme un dispositif de mesure de l'anxiété
chez les rongeurs. La validation du labyrinthe surélevé en tant que dispositif
pour la mesure de l'anxiété chez les rongeurs est basée sur des critéres
comportementaux, physiologiques comme le taux de corticostérone (File et
al., 1994 ; Pellow et al., 1985 ; Rodgers et al., 1999), et pharmacologiques
(Lister, 1987 ; Pellow et al., 1985). C’est d’ailleurs I'efficacité des composés
pharmacologiques, en particulier des benzodiazépines, qui ont conduit a
l'utilisation du terme « anxiété » dans la littérature, au sujet de ce dispositif.
Nous l'utiliserons donc également, mais comme nous l'avons déja précise,

uniquement pour rendre compte de sorties comportementales liées a un

-15 -
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conflit de mesure du risque et qui présentent des homologies avec

I'expression humaine de I'anxiété (Albrechet-Souza et al., 2007).

Du fait de son utilisation trés courante, le labyrinthe en croix surélevée
présente pour avantage d’étre largement décrit dans la littérature. Ainsi, sur le
plan comportemental, un grand nombre de variables, classiques ou plus
éthologiques, ont été décrites. Le principal intérét de ces études est de
montrer clairement des associations et des oppositions entre des variables ou
des groupes de variables, que nous discuterons avec nos résultats. Malgré
son utilisation trés courante et son apparente simplicité, le labyrinthe en croix
surélevée est un dispositif dont I'interprétation peut se révéler complexe et
erronée si l'on ne tient pas compte des variables dans I'ensemble.
Néanmoins, ce dispositif est actuellement le plus utilisé et il a été validé par

un ensemble de données pharmacologiques, mais aussi éthologiques.

b- Dispositif utilisé
Le dispositif est en forme de croix et élevé a une hauteur de 40 a 60 cm

du sol. Il se compose d’'une partie centrale (10 x 10 cm), de deux bras
protégés ouverts sans parois (50 x 10 x 50 cm) qui s’opposent a deux autres
bras, perpendiculaires aux précédents, fermés par des parois (Fig.3.B). Le
test dure 10 minutes et débute lorsque le rat est placé au centre du labyrinthe,
face a un bras ouvert. Cette procédure est celle employée initialement par
Pellow et al. (1985).

D’autres auteurs placent I'animal face a un bras fermé et ce sont des
observations préliminaires qui nous aménent a choisir la premiére possibilité.
En effet, dans nos conditions de test, le fait de placer des rats males face a
un bras ouvert, augmente la latence de la premiére entrée dans un bras, mais
également le nombre d’entrées dans les bras ouverts par la suite. Ainsi, nous
nous sommes placés dans les conditions qui maximisent le nombre d’entrées
dans les bras ouverts et compte tenu de l'aversion des rongeurs pour les
espaces vides et la hauteur, les bras ouverts du dispositif sont plus
anxiogénes que les bras fermés. Ainsi le principe du test repose sur le conflit

d’approche/évitement des bras ouverts. Un animal qui explore les bras

-16 -
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ouverts sera décrit comme étant «peu anxieux» et un animal qui reste confiné

dans les bras fermés du dispositif, sera lui, décrit comme étant «anxieux».

<4— Bras fermé

Centre

Bras ouvert

Figure 3. B. Dispositif utilisé dans PM

c- Variables mesurées
Durant ce test, les variables mesurées sont : Temps au centre (Sec) ;

Temps dans les bras ouverts (Sec) ; Temps dans les bras fermés (Sec);
Entrées dans les bras ouverts; Entrées dans les bras fermés; Nombre total
d'entrées dans les bras; Nombre de redressements; Nombre de prises
d’'information sur les profondeurs; Nombre de postures d’attention étirée
(SAPs). Deux types de variables sont relevés : des variables classiques
(Lister, 1987 ; Pellow et al., 1985) et des variables plus éthologiques tirées
du répertoire comportemental défensif des rongeurs (Rodgers et Johnson,
1995).

Parmi les variables classiques, nous avons mesuré le temps passé dans
les différentes parties du dispositif, le nombre d’entrées dans les bras fermés
et dans les bras ouverts, ainsi que dans leurs parties distales. Le nombre de
redressements a également été relevé. A partir de ces données, nous avons
calculé le nombre total d’entrées dans les bras. De plus, pour obtenir une
mesure de la locomotion totale plus précise que celle du nombre total

d’entrées dans les bras (Dawson et al., 1995 ; Weiss et al., 1998),
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Nous avons relevé le nombre total d’entrées dans les différents secteurs
du dispositif (central, proximaux et distaux). Parmi les variables éthologiques,
nous avons mesuré le nombre de redressements. Le critére retenu pour
'entrée dans un bras ou dans son extrémité, est celui couramment utilisé
dans la littérature, c'est-a-dire que les quatre pattes de I'animal doivent avoir
penétré dans le bras ou dans son extrémité. Le critére que nous avons retenu
pour la sortie d’un bras ou de son extrémité (ce dernier n’étant pratiquement
jamais cité dans la littérature) nécessite que I'animal sorte au moins deux

pattes du bras ou de son extrémité.

1.2.5.3. Procédure des champs ouverts (Open Field Test)

a. Description du test
Le test de I'Open field, initialement décrit par Hall (1934, 1938), a été

développé dans le but de mesurer les différences de réactivité émotionnelle
chez le rat. Brievement, le test consiste a placer I'animal dans une enceinte
inconnue (Hall emploie les termes de strange ou unfamillar) puis a observer
son comportement et I'évolution de ce comportement au cours de plusieurs
sessions d’exposition. Parmi les premiéres mesures reflétant la réactivité
émotionnelle, Hall (1934) propose tout d’abord la fréquence des défécations
et mictions au cours des différentes sessions. En effet, I'activation du systéme
nerveux végétatif de I'animal conduit au déclenchement de ces réactions et
Hall trouve de fortes corrélations négatives entre ces occurrences et le fait de
s’alimenter dans la situation de test, ce dernier comportement reflétant pour
Hall une faible réactivité émotionnelle. Dans une seconde étude, Hall (1938)
propose l'activité ambulatoire (ambulatory activity), en distance parcourue par
unité de temps, comme mesure de la réactivité émotionnelle. Sur la base des
travaux de Hall, et compte tenu de son aspect pratique, I'Open field a été trés
largement utilisé pour aborder la réactivité émotionnelle chez les rongeurs.
Les mesures de Hall ont été appuyées par certains auteurs (Denenberg,
1969). et critiquées par d’autres (Walsh et Cummins, 1976). Les mesures de
défécations et de mictions ont été trés souvent critiquées, notamment parce

gu’elles sont difficilement utilisables en pharmacologie (Boissier et Simon,
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1965). De plus, l'utilisation d’'un indice de locomotion comme indice de
réactivité émotionnelle semble problématique, surtout au cours de la premiére
session de test. En effet, des animaux peuvent montrer une locomotion
élevée dans le but d’explorer le dispositif, ce qui témoignerait d’'une faible
réactivitt¢ émotionnelle, mais aussi dans le but de chercher un moyen
d’échapper au dispositif, ce qui témoignerait au contraire, d’'une forte
réactivité émotionnelle. Malgré ces problémes d’interprétation des données,
I'Open field test est toujours employé dans de nombreuses études comme

test de mesure de la locomotion.

b. Dispositif utilisé
L’activité locomotrice, considérée comme un index d’anxiété des rats, est

mesurée dans le test de I'Open Field, grace a un dispositif fréquemment
utilisé en expérimentation. Le dispositif utilisé est une enceinte carrée en
plexiglas de 1 metre de c6té et de 50 cm de haut. Il est divisé en 2 parties de
méme superficie : 1 partie centrale et 1 partie périphérique. La partie centrale

sert de point de départ aux animaux a chaque test (Fig.3.C).

Partie périphérique

Partie centrale

Figure 3. C. Dispositif utilisé dans I' OF

c. Variables mesurées
La locomotion dans I'Open field a été évaluée en relevant la distance

totale parcourue, le nombre d’entrées dans la partie centrale, le temps

d'immobilité et le nombre de redressement.
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1.2.5.4. Procédure de Labyrinthe aquatique de Morris (Morris water
Maze Test)

Ce test a été congu par Morris (1984) pour évaluer les capacités a
mémoriser et a gérer de I'information spatiale dans une situation peu agréable
pour le rat. L’animal doit échapper a une situation aversive (I'eau froide) en se
réfugiant sur une plate-forme invisible. Pour cela, il doit se forger et utiliser
une représentation de son environnement en se basant sur les indices
spatiaux disponibles. Cette représentation est dite allocentrique. La piscine de
Morris est I'un des tests les plus utilisés, et de nombreux protocoles ont été
développés pour évaluer différentes composantes de la mémoire (mémoire
de référence, mémoire de travail), ou déceler les stratégies utilisées par les
animaux pour se repérer dans [l'espace (stratégie allocentrique ou
égocentrique). Compte tenu des déficits lourds entrainés par le modéle de
Iésion choisi, nous avons utilisé une version simplifiée du test, la plate-forme
étant maintenue au méme endroit tout au long de I'expérience, et focalisé
notre attention sur la mémoire spatiale de référence. La mémoire de
référence se rapproche d’'une mémoire a long terme dans laquelle seraient
stockées des regles générales, des items dépendants du contexte, ou encore
des procédures caractéristiques d’'une situation donnée. Ces régles, items et
procédures restent valables pour cette méme situation toutes les fois ou le rat

y est confronté.

a. Dispositif expérimental
Le dispositif expérimental du test de la piscine de Morris est constitué

d’'une enceinte circulaire métallique de 160 cm de diametre et de 60 cm de
hauteur, remplie a mi-hauteur d’eau 22 a 32 ° C. L’'eau est rendue opaque par
adjonction de lait en poudre. La plate-forme, constituée d’'un cylindre (11cm
de diameétre) en plastique transparent, est immergée a 1cm sous la surface

afin d’étre invisible pour I'animal. (Fig 3.D).

La piscine est placée dans une pieéce comportant différents indices distaux
(étagéres avec cages, tuyaux peints, ventilation, formes géométriques, etc.)

susceptibles de permettre a I'animal de se repérer dans I'enceinte et de

-20-



Matériel et méthodes

mémoriser la position de la plate-forme par rapport a un cadre de
référence allocentrique. La tache du rat est d’apprendre a rejoindre la plate-
forme le plus directement possible. Le trajet effectué par I'animal est filmé a

I'aide d’'une caméra vidéo.

Quadrant
cible

Plate-forme

Figure 3. D. Dispositif utilisé dans MWM

b. Protocole et variables mesurés

Le test dure 4 jours, avec 5 sessions par jour pendant les 3 premiers jours.
Le quatriéeme jour, les rats ont deux passages avec la plate-forme immergée
et 3 passages réguliers sans plate-forme. Lors de chaque test, lI'animal est
placé dans l'eau a la périphérie dans des lieux différents et nage pour trouver
la plate-forme. Il est ensuite sorti de I'eau. Les sessions sont enregistrées sur
vidéo pendant 60 secondes et les paramétres suivants sont mesurés: le
temps passé dans le quadrant cible, le temps de latence, le nombre d'entrées

dans le quadrant cible et la distance parcourue dans le quadrant cible.
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11.2.6. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont représentés sous forme de moyenne plus ou moins
écart-type (mzs) et illustrés par des tableaux et figures. L'analyse statistique a
été réalisée a l'aide d’un logiciel statistique MINITAB ou nous avons sollicité
le modéle linéaire généralisé pour faire une comparaison statistique globale
des moyennes des échantillons (test ANOVA). Ce module nous donne
automatiquement le résultat du test de comparaison des moyennes par

rapport a la moyenne du contréle (Test de Dunett).
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Figure 4: illustration schématique de
I'expérimentation
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lll. RESULTATS

lll.1. Effets de la CsA et KTCZ sur les parametres biologiques

lll.1.1. Evaluation de I'état pondéral
Le suivi des paramétres métriques en l'occurrence, le poids corporel, le

poids relatif du testicules, surrénales et thymus sont exprimés en gramme
chez les quatre lots ( T, KTCZ, CsA , KTCZ+CsA ) et sont rassemblés dans le

(Tab 02).

Tableau 02: Variation du poids corporel et poids relatif des organes chez les

rats témoins et traités.

Poids 250.13£10.00 | 242.75 + 5.70 | 228.69+ 5.53 | 237.83+12.50
corporel (g) ns * *

Testicules | 1.26+ 0.084 | 1.12+0.072 | 1.20 + 0.046 | 1.18 + 0.052
(9/100g ) * ns ns

Thymus 0.085+0.017 | 0.132+0.054 | 0.033+0.005 | 0.056+0.005
(g/100g ) - - -

Surrénales | 0.018+ 0.001 | 0.045+ 0.005 | 0.032 £ 0.009 | 0.029+0.003
(g/100g ) - * -

N= 8. N.s: non significatif. * P <0.05;**p <0.01;**p <0.001vs T.

L’estimation du poids corporel a montré une chute du poids des animaux

traités. Cette diminution est plus marquée chez les rats traités a la CsA seule.

Le traitement combiné CsA+KTCZ apparemment engendre relativement

un regain du poids.

Les testicules accusent une chute significative du poids chez les rats

traités au KTCZ par rapport aux témoins (T : 1.26 vs KTCZ: 1.12), qui n'est

pas significative chez les autres lots (CsA et CsA+KTC2Z).
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Le poids du thymus augmente chez les rats traités au KTCZ (KTCZ:0.132

vs T:0.085) ; a l'inverse le traitement a la CsA, le fait chuter ( CsA: 0.033 vs T:
:0.085).

Le poids des surrénales augmente chez tous les animaux traités
comparativement aux témoins (KTCZ: 0.045; CsA: 0.032; KTCZ+CsA: 0.029
vs T: 0.018). Cette augmentation est plus importante chez les rats traités au

KTCZ.

En somme, nous constatons que le traitement combiné (CsA+KTCZ)
semble rétablir relativement le poids de chaque organe ou du moins évolue

dans le sens de la réparation.

lll.2. Effets de la CsA et KTCZ sur les paramétres Hématologiques
Le suivi des paramétres hématologiques en l'occurrence, le nombre des

leucocytes totaux et le pourcentage des lymphocytes, monocytes et des
neutrophiles chez les rats témoins (T) et les rats traités aux KTCZ et CYS

sont rassemblés dans le (Figure 5).

Ea controle
E3 KTCZ

E3 CsA
IO CsA+KTCZz

Leucocytes Totaux (103/uL)
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W

| *%%* |
100q =
. controle
E3 KTCZ
B CsA
[ CsA+KTCZ

Pourcentage des globules blancs

Figure 5. Variation des populations leucocytaires chez les rats contrdles et
traités. A. Leucocytes totaux. B. pourcentages des globules blancs
(Lymphocytes, Monocytes et Neutrophiles). (* P <0.05;**p <0.01;** p<
0.001).

D'aprés nos résultats, les leucocytes totaux sont diminué de maniére non
significatif chez le groupes témoin et traité par rapport au groupe témoin (
KTCZ:5.32 ; CsA:5.42; KTCZ +CsA : 5.57 vs T: 7.52).

Par contre, une lymphopénie a été remarqué chez tous les groupes
d'animaux traités par rapport au groupe contréle ( KTCZ : 53.47 ; CsA: 50.55;
KTCZ + CsA : 46.55 vs T : 68.23).

En revanche, le taux des monocytes (KTCZ: 19.25 ; CsA: 15.15;
KTCZ+CsA :22.18 vs T: 15.38 ) et des neutrophiles (KTCZ: 27.27 ; CsA:
22.74; KTCZ+CsA; 33.17 vs T: 16.35 ) ont augmenté significativement chez

les rats traités comparativement aux témoins.
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ll.3. Effets de la CsA et KTCZ sur les parameétres Biochimiques

1l.3.1. Variation de niveau de la testostérone plasmatique (ng/ml) chez
les rats témoins et traités.
Nos résultats montrent que la testostérone a diminué significativement

dans les groupes traité par le KTCZ et CsA, par rapport au groupe controle
(T: 4,2567 vs KTCZ: 0,095, CsA: 0,656). Par contre cette chute est rétablit

chez le groupe ayant recue un traitement combiné (KTCZ + CsA: 3,255).

*k*

e |
*%k%
6-
=E‘ controle
? EE3 KTCZ
o 4 BE CsA
I ——_ [ CsA+KTCZ
2
o
N 2-
®
]
[}
o %
+ c - _ ] T

Figure 6: Variation de la testostéronémie chez les rats contrdles et traités. (*
P<0.05;*p <0.01;* p< 0.001).

lll.4. Effet du KTCZ et CsA sur la structure histologique des organes
Dans le but de vérifier l'effet du ketoconazole et la cyclosporine A sur

I'architecture tissulaire des organes, nous avons réalisé des coupes
histologiques au niveau des testicules, thymus et surrénales chez les rats

males Wistar témoins et traité.

lll.4.1. Effet du KTCZ et CsA sur la structure histologique des
testicules
Les coupes histologiques réalisées sur les animaux témoins montre une

architecture normale. La paroi du tubes séminiféres est formée épithélium
stratifi€ comprenant deux types de cellules: les cellules de la lignée germinale

disposées sur 4 a 8 couches et les cellules de Sertoli, cellules hautes
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s'appuyant sur la membrane basale et atteignant la lumiére du tube par leur
plle apical. Les cellules germinales sont, dans l'ordre, de la périphérie vers la
lumiére du tube séminifére, les spermatogonies, les spermatocytes |, les

spermatocytes ll, les spermatides et les spermatozoides (Fig 7. A).

Par contre, I'observation microscopique des testicules des rats traités par
la CsA montre une dégénérescence testiculaire modérée et une nécrose des

cellules germinales (*), représentés par I'absence de trainées spermatique et

nous observons aussi un début d'atrophie du tissu conjonctif car l'espace
interstitiel est visible (A) (Fig 7.B).

Figure 7: Observation au microscope optique des coupes histologiques des
testicules des rat témoin (A) et de rat traité au CsA (B). (Coloration a H & E,
Gr x10).

De plus, I'analyse les coupes histologiques des rats traités par une forte
dose du KTCZ montre des altérations importantes: une nécrose des cellules
germinales (*), une atrophie tubulaire, vacuolisation des cellules de Sertoli
(petites fleches), nécrose et désintégration des spermatocytes dans la
membrane basale (A) et la désorganisation de I'épithélium germinal (Fig
8.A). Cependant, nous notons I'atténuation des Iésions testiculaires des rats

co-traités par le KTCZ + CsA avec des tubes séminifere normales. (Fig 8.B).
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Figure 8: Observation au microscope optique des coupes histologiques des
testicules de rat traité par la KTCZ (A) et de rat traité par CsA+KTCZ (B).
(Coloration a H & E, Gr x10).

11.4.2. Effet du KTCZ et CsA sur la structure histologique du thymus
L'observation microscopique réalisé sur coloration topographique des
coupes histologique révele un aspect histologique et un taille normale des
lobules du thymus chez le rat témoin (Fig 9.A). Par contre, I'analyse
microscopique des coupes histologique du thymus de rat traité par CsA (C)

montre une dégénérescence lobulaire (*) (Fig 9. B);

Figure 9: Observation au microscope optique des coupes histologiques du
thymus chez le rat témoin (A) et chez le rat traité au CsA (B) ( Coloration a H

& E, Grx10).
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Cependant, le thymus de rat traité par KTCZ montre une hypertrophie
lobulaire (A ) révélé par I'augmentation de la taille du lobule dans le méme
grossissement microscopique (Fig 10.A). De plus, le thymus de rat traité par

KTCZ + CsA montre une régénération discréte des lobules et I'apparition du

zone médullaire et corticale (Fig 10.B) .

_ e 3
Figure 10: Observation au microscope optique des coupes histologiques du
thymus chez le rat traité au KTCZ (A) et chez le rat traité au KTCZ+CsA (B)

( Coloration a H & E, Gr x10).

111.4.3. Effet du KTCZ et CsA sur la structure histologique des
surrénales
La Fig 11. A montre une vue générale des surrénales d'un rat témoin, on

distingue la zone médullaire , la zone corticale et la capsule. Par contre la le
traitement de rat par la CsA provoque une hyperplasie de la zone corticale
(HC) de la glande surrénale ( Fig 11.B).

-30-



Résultats

Figure 11: Observation au microscope optique des coupes histologiques des
surrénales chez le rat témoin (A) et traité au CsA (B) (Coloration a H & E, Gr
x10)

Cependant, notre coupe histologique montre une hyperplasie médullaire
(HM) chez le rat traité par le KTCZ (Fig. 12. A), alors que celle traités par le
KTCZ + CsA (Fig 12.B.) montre une hyperplasie discréte de la zone

meédullaire .

Figure 12: Observation au microscope optique des coupes histologiques des
surrénales chez le rat traité au KTCZ (A) et rat traité au KTCZ+CsA (B)
(Coloration a H & E, Gr x10).
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lll. 5. Effet de la CsA et KTCZ sur le comportement

1l.5.1. Effets du kétoconazole et de la cyclosporine A sur la capacité
mémorative au cours du teste de labyrinthe de Morris
La Fig 13 rapporte le suivi des paramétres du test de labyrinthe de Morris,

Plus précisément, le temps de latence et de la distance parcourue, le nombre
d'entrées et le temps passé dans le quadrant cible pour les quatre groupes

des animaux.

L'analyse des données comportementales confirme I'existence d'un déficit
de la mémoire de références chez les rats traités par KTCZ par rapport aux
7‘eme

témoins, le traitement engendre une perturbation de l'acquisition aux et

14°™ jour du traitement.

Chez les groupes traités aux CsA et CsA+KTCZ, nous avons noté une
amélioration des capacités mémoratives qui se manifestent par une
augmentation de la distance parcourue dans le quadrant cible (Fig 13, D) et

réduction du temps de latence (Fig13, C).
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Figure 13: Variation des paramétres de labyrinthe de Morris aux
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111.5.2. Effet de KTCZ et CsA sur le dégrée d’anxiété au cours du test
de labyrinthe en croix surélevé

Le Tab 03 représente les variations des parameétres de labyrinthe en croix
surélevé au 14°m®
On observe que tous les animaux traités (CsA, KTCZ, CsA+KTCZ)
passent plus de temps dans les bras ouverts du dispositif (KTCZ: 201.20 ;
CsA: 127.33; KTCZ + CsA: 204.83 vs T: 38.59) et y pénétrent le plus souvent
(nombre d’entrées) (KTCZ: 4.400; CsA: 3.333 ; KTCZ + CsA: 3.333 vs T:

2.091) par rapport aux animaux contréles. Ces animaux traités passent

jour de traitement chez le rats controles et traités.

également plus de temps dans les parties distales des bras ouverts (KTCZ:
149.40; CsA: 75.00; KTCZ + CsA: 126.0 vs T: 15.73) et au centre du dispositif
(KTCZ :53.80 vs T : 8.41). Par contre, les animaux contrdles passent plus de
temps dans les bras fermés du labyrinthe (KTCZ : 47.20 vs T : 252.09).

La locomotion des animaux traités n'a pas été affectée. Ceci est
observable par le nombre total d’entrées dans les bras (KTCZ: 5.800, CsA:
5.333; KTCZ + CsA: 4.667 vs T: 5.955). Cependant, les animaux traités au
KTCZ+CsA effectuent moins de redressements comparativement au
contréles. (KTCZ+CsA: 2.167 vs T : 8.00).

Tableau 03: Variation des paramétres de test de labyrinthe en croix surélevé

chez les rats Témoins et traités.
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Temps passé au | 8.41+ 551
centre (sec)

Temps passé dans | 38.59 £+ 8.01 201.20 + 67.98 127.33 £ 54.25%%*% | 204.83 + 36.70 ***
les bras ouverts ok

(sec)

Temps passé dans | 15.73 £ 18.23 149.40 +78.79 *** | 75.00 + 67.60*** | 126.0 £ 67.00%**

la partie distal des

bras ouverts (sec)

Temps passé dans
les bras fermés

(sec)

252.09 + 32.02

47.20 £ 37.59 ***

163.33 £ 55.64 ***

70.83 £43.08

seskesk

Temps passé dans
la partie distal des

bras fermés (sec)

228.86 + 43.83

3540+ 29.07 ***

92.17+ 54.18 ***

57.83 +35.40 ***

Nombre d'entrées | 3.818 + 2.481 1.400 + 0.548** |2.000+ 0.894 ** | 1.333+ 0.516**
dans les bras

fermés

Nombre d'entrées | 2.091 + 1.065 4400 =+ 0.548 | 3.333 + 1.033 3.333+ 1.211
dans les bras ook

ouverts

Nombre totale | 5.955 + 3.457 5.800 = 0.447ns | 5.333+1.751ns 4.667 £ 1.506 ns
d'entrées dans les

bras

Nombre de | 8.00 + 4.536 5200 = 1.789 ns 5667+ 1.862 ns | 2.167 £ 1.472%*
redressements

n=8 ; n.s: non significatif * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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11.5.3. Effets du traitement aux KTCZ et CsA sur I'état dépressif au
cours de test la nage forcée (FST).

La Fig 14 représente le variation des temps d'immobilité , temps de la
nage et temps d'escalade chez les rats témoins et traités subissent le teste de

la nage forcée au 14°™  jour de traitement.

Dans nos résultats , nous avons remarqué que les rats témoins étaient
immobiles pour plus de 60% du temps au cours du deuxiéme jour de l'essai
indiquant que dans notre conditions expérimentales la FST a été bien
contrélée. Le temps d’immobilité chez les rats traités aux KTCZ, CsA et CsA
+KTCZ est plus court par rapport les rats témoins. Ceci dénote un effet

antidépresseur de ces drogues.

En outre, nous avons constaté que le temps de nage mesuré chez les
animaux traités aux CsA et CsA+KTCZ est prédominant. En revanche, chez
les animaux traités au KTCZ seul, c'est plutdt le temps d'escalade qui est
augmenté. Autrement dit, le KTCZ fait diminuer le temps d'immobilité en
faisant augmenter le temps de d'escalade. Par contre, la CsA et la
CsA+KTCZ font réduire le temps d'immobilité en faveur d'une augmentation

du temps de la nage.

-36 -



Résultats

Control
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BEe CsA
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Figure 14 : Effects du KTCZ et de la CsA sur les paramétres
de la nage forcée chezle rats males Wistar
(*P<0.05;*p <0.01;**p <0.001).

111.5.4. Effet des KTCZ et CsA sur lI'activité locomotrice au cours du test
des champs ouverts.

L'évaluation de I'activité locomotrice des rats témoins et traités au niveau

de I'Open field est représenté dans la figure 15.

L’analyse de nos résultats montre que I'activité locomotrice a été diminué
significativement chez tous les groupes traités comparativement aux témoins,
ca se traduit par le décroissement de la distance totale parcourue, (KTCZ :
905.0; CsA; 568.6; KTCZ+CsA :548.9 vs T :1083.2), l'accroissement de
nombre de redressement ( KTCZ :6.750 ; CsA : 3.143 ; KTCZ+CsA: 7.333 vs
T: 8.393 ) et l'augmentation du temps d’'immobilité (KTCZ: 132.25; CsA :
201.14 ; KTCZ+CsA : 196.11 vs T : 130.71) .
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Figure 15. Variation des parameétres de test des champs ouverts chez les rats

témoins et traités. A. Distance totale parcouru (cm); B. Nombre de

redressements; C. Nombre d’entrées au centre; D. Temps d’'immobilité (* P <

0.05:* p <0.01;**p< 0.001).
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IV. DISCUSSION

Dans la présente étude, I'administration de la CsA seule a entrainé une
diminution non significative du poids des testicules associée a une
dégénérescence testiculaire (Fig 7.B) et un déclin de la testostéronémie (Fig.
6). A ce titre, il a été rapporté que I'administration de CsA, dose dépendante
(20mg/kg ou plus), provoque une diminution du poids des organes
reproducteurs des rats males non transplantés (Seethalakshmi et al., 1987 ;
Seethalakshmi et al., 1990b). Le traitement a la CsA de patients
transplantés peut conduire a des anomalies de la fonction gonadique
(Handelsman et al., 1984). Ce dysfonctionnement de la fonction gonadique
peut étre expliqué par l'effet direct de la CsA sur les testicules ou indirect
médié par d'autres facteurs, voire d'autres voies (facteurs du stress oxydatif,

facteurs neuro-endocriniens, facteurs neuro-immunitaires, etc.).

Il a été signalé que I'augmentation des niveaux de ROS (reactive oxygen
species) induite par la CsA conduit a une diminution de la production de
testostérone (Sikka et al., 1988 ) et de la proportion volumique de cellules de
Leydig (Monteiro et al., 2008). Les spermatozoides sont particulierement
sensibles aux dommages induit par un excés de ROS (Aitken et
McLaughlin, 2007; Agarwal et al., 2008). Les ROS peuvent attaquer les
liaisons insaturées des lipides de la membrane. Ainsi, I'augmentation de
radicaux libres dans les cellules peut induire la peroxydation lipidique par
décomposition oxydante d'acides gras polyinsaturés dans les membranes des
cellules. De toute évidence, la peroxydation des lipides du sperme détruit la
structure de la matrice lipidigue des membranes des spermatozoides, et elle
est associée a une perte rapide de I'ATP intracellulaire menant a une
diminution de la viabilité des spermatozoides et une inhibition de la
spermatogenése dans les cas extrémes (Misro et al., 1999; Turk et al.,
2007). Xu et al. (2003) ont rapporté que des doses différentes de CsA
affectent la morphologie des spermatozoides de I'homme aprés une
transplantation rénale. Misro et al. (1999), ont montré que 15 mg/kg de CsA
provoque une réduction de la concentration des spermatozoides
épididymaires chez les rats sains non-transplantés. La CsA entraine une

dégénérescence de I'épithélium séminifére, nécrose, cedéme interstitiel, ainsi

-39 -



Discussion

qu'une desquamation des cellules germinales (Sirinivas et al., 1998; Misro
et al., 1999; Monteiro et al., 2008).

Chez les rats males, la CsA pourrait inhiber ou stimuler les taux de LH
plasmatiques, en fonction des niveaux de testostérone périphérique (Sikka et
al., 1988). L'administration de CsA a pour effet d'augmenter les taux de
prolactine sérique, d'inhiber sélectivement les récepteurs de la prolactine
(Stephan et al., 1984) et d'induire une Iégére hyperglycémie indépendante
des niveaux d'insuline (Kahan, 1989). Le traitement a la CsA de rats méles se
traduit également par une diminution réversible, dépendante de la dose, des
niveaux de testostérone intratesticulaire et de la LH sérique (Rajfer et al.,
1987; Sikka et al., 1988b). Ces résultats indiquent que chez des modéles
animaux, la CsA pourrait agir au niveau central et que la dose utilisée parait

déterminante.

Les premiers travaux sur les effets neuroendocriniens de la CsA ont
suggéré que cet immunosuppresseur peut influencer la fonction
corticosurrénale par une augmentation de la sécrétion de I'hormone
corticotrope hypophysaire (ACTH) (White, 1982). Cependant, d'autres
rapports ont indiqué que la CsA exerce plutét un effet inhibiteur sur I'axe
hypothalamo-hypophysaire (Sikka et al., 1988a), et peut freiner la croissance
et l'activité des cellules stéroidogeénes corticosurrénales du rat (Rebuffat et
al., 1989).

Dans notre étude, la CsA a provoqué une augmentation significative du
poids des surrénales (Tab 02) associée a une hyperplasie de la zone corticale
(Fig 11.B). En revanche, le traitement des animaux au KTCZ a entrainé une
hyperplasie de la zone médullaire (Fig12.A) avec augmentation trés
significative du poids des surrénales. Au niveau du thymus, la CsA a entrainé
une diminution tres significative du poids associée a une dégénérescence du
tissu thymique (Fig 9.B) , par contre le KTCZ a provoqué l'effet contraire, une
augmentation du poids du thymus associée a une hypertrophie lobulaire ( Fig
10.A). Le seul effet similaire enregistré se situe au niveau testiculaire ou nous
avons enregistré une diminution du poids des testicules et une

dégénérescence des tubes séminiféres (Tab 02).
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Soulignons que d'aprés les données bibliographiques disponibles, le
KTCZ est un cortico-bloquant qui agit a la fois sur la stéroidogénése
corticosurrénalienne et gonadique, alors que la CsA agit seulement sur les
testicules. Ceci laisse a penser que ces variations pondérales et histologiques
pourraient avoir plusieurs origines ou les glucocorticoides jouent un réle
important. En effet, excepté les érythrocytes, la plupart des cellules posséedent
des récepteurs aux glucocorticoides. Par conséquent, les effets
physiologiques et pharmacologiques de cette hormone sont trés variables.
Les glucocorticoides sont connus pour avoir des effets anti-inflammatoires et
immunosuppressifs distincts. L'immunosuppression des glucocorticoides est
médiée par un effet cytolytique direct, par l'inhibition de la fonction du
lymphocyte, ou indirectement par le biais des médiateurs suppresseurs
solubles (Munck et al., 1987). L'administration des glucocorticoides in vivo a
pour conséquence l'involution thymique prononcée, et I'analyse
immunohistologique a montré une apoptose étendue au niveau du cortex
thymique (Ishiyama et al., 1998). Ceci suggére que la CsA aurait entrainé,
comme nous l'avons souligné plus haut, une augmentation de la sécrétion
d'ACTH hypophysaire qui est a l'origine de la dégénérescence thymique
observée. Un autre argument en faveur de l'activation de I'axe corticotrope est

I'hyperplasie de la zone corticale.

En outre, il a été démontré que I'adrénalectomie chez les souris méne a
une croissance pondérale significative du thymus et de la rate et une
augmentation du nombre de lymphocytes T spléniques (Hirokawa et al.,
1982). Cet effet est di, d'une part, a une diminution des taux sériques de
glucocorticoides, et d'autre part, a une augmentation des taux sériques de
I'hnormone adrénocorticotrope (ACTH). Dans nos résultats, I'hypertrophie
thymique a été associée a une réduction de I'épaisseur du cortex surrénalien.
En retour, le thymus peut également influencer la fonction surrénalienne. |l a
été observé que l'implantation du thymus d'un nouveau-né a fait augmenter le
poids des surrénales chez les souris (Hirokawa et al., 1982). Cette
augmentation de poids est probablement médié par la sécrétion d'ACTH

lymphocytaire (Kruger et al., 1989).
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Ces effets bi-directionnels entre thymus et surrénales ont été clairement
constatés dans notre étude, a travers l'estimation du poids de ces organes et
'observation des coupes histologiques, ainsi qu'a travers le traitement
combiné (CsA+KTCZ) ou nous avons constaté que ce traitement a entrainé
une atténuation des lésions testiculaires, avec reprise de la fonction
gonadique (illustrée par une testostéronémie normale), une régénération des
lobules thymiques, une Iégere hyperplasie de la zone médullaire. Ceci dénote
clairement d'un effet réparateur du KTCZ a I'égard de la toxicité causée suite

a l'administration de la CsA et vis versa.

L'axe corticotrope joue un réle important dans la communication entre les
lymphocytes et le systéme neuroendocrine. Les lymphocytes peuvent
influencer le fonctionnement de I'axe corticotrope par des cytokines, tels que
TNF-q, IL-6, et interférons. Ces cytokines induisent la sécrétion du CRH dans
I'hypothalamus, qui active a son tour I'axe corticotrope. On a démontré in vitro
qu'lL-2 et IL-6 provoquent la prolifération des cellules de I'hypophyse
antérieur, aussi bien que la sécrétion de GH, de PRL et d'ACTH (Arzt et al.,
1993; Karanth et al., 1993).

En outre, des stéroides sexuels sont connus par leurs effets suppresseurs
sur les fonctions immunitaires (Grossman, 1985). |l a été également rapporté
que les divers stéroides suppriment, chez la souris, la prolifération in vitro des
cellules de rate en réponse a des mitogénes (Hirokawa et al., 1979).
L'involution thymique physiologique qui commence aux alentours de la
puberté peut étre attribuée aux niveaux élevés des stéroides sexuels.
Cependant, cette involution thymique n'est pas un phénomeéne irréversible.
Chez les souris et les rats, I'atrophie du thymus a n'importe quel age peut étre
renversée, et le thymus peut regagner sa taille aprés gonadectomie

(testiculaire ou ovarienne) (Brunelli et al., 1991; Utsuyama et al., 1995).

Cette tendance a été retrouvée dans notre étude ou nous avons
enregistré une régression du poids des testicules et d'une diminution de la
testostéronémie chez les animaux traités au KTCZ et cet hypogonadisme est
accompagné d'une augmentation du poids du thymus et des surrénales. La
diminution du poids des testicules pourrait étre le reflet, soit de l'inhibition

directe par le KTCZ ou médié par I'axe corticotrope. Une étude menée par
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Lambert et al. (1986) a démontré que le KTCZ est plutdt plus efficace
(comme inhibiteur in vitro et in vivo de la stéroidogénése) sur les testicules
que sur les surrénales, mais l'inhibition est complétement réversible dans les

deux types de cellules.

La restauration de la taille thymique aprés une gonadectomie est
provisoire et est observée pendant plusieurs semaines. Cette restauration
thymique peut étre expliquée par une diminution de l'effet suppressif des
stéroides sexuels sur les lymphocytes (Greenstein et al., 1986). Par ailleurs,
I'nyperplasie thymique est plutdt tributaire de l'altération du rétrocontréle
négatif des stéroides sexuels sur l'axe hypothalamo-hypophysaire et
I'hypersollicitation des hormones hypothalamiques qui jouent un rdle
trophique sur le thymus. Ce concept a été soutenu par le fait que I'hyperplasie
thymique aprés gonadectomie ne se produit pas chez les rats

hypophysectomisés (Utsuyama et Hirokawa, 1989).

Dans une étude menée par Gennady et al. (2004), chez le rat Wistar
male, il a été démontré que le traitement chronique par une forte dose de
KTCZ (25mg/Kg) a provoqué une augmentation significative du poids du
thymus et des surrénales, la teneur en CRH est forte au niveau de plusieurs
structures cérébrales (amygdale, éminence médiane, noyau paraventriculaire
et noyaux du Raphé, etc.) et 'ACTH plasmatique a sensiblement augmenté.
Ces résultats ont été également obtenus chez 'nomme ou il a été constaté
que l'administration chronique de KTCZ a engendré une élévation trés
importante d'ACTH plasmatique (Deuschle et al., 2003). L'inhibition de la
corticostérone plasmatique par le KTCZ a pu avoir pour conséquence
l'activation rapide des meécanismes de rétroaction au niveau pituitaire et a
provoqué la décharge d'ACTH observée. Cette sécrétion accrue d'ACTH tend
a compenser l'inhibition de la synthése de corticostérone (Deuschle et al.,
2003) (qui a eu lieu sous l'effet du KTCZ) afin de maintenir I'homéostasie, en
agissant sur les surrénales et en provoquant, de ce fait, I'hyperplasie
surrénalienne. De plus, Lambert et al. (1986), ont démontré que
I'administration du KTCZ diminue la réponse du cortisol a la stimulation par
I'ACTH au niveau surrénalien et de la testostérone a la LH au niveau

testiculaire.
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En outre, I'axe gonadotrope est inhibé a tous les niveaux par divers
composants de l'axe corticotrope (MacAdams et al., 1986; Rabin et al.,
1988; Rivier et al., 1986). Au niveau hypothalamique, le CRH inhibe la GnRH
hypothalamique au niveau du noyau arqué. Cet effet pourrait étre également
médié par la B-endorphine provenant de la scission de la pro-opio-
mélanocortine (POMC) sous l'effet du CRH hypothalamique (Chrousos et al.,
1998). De plus, les glucocorticoides exercent des effets inhibiteurs sur le
neurone hypothalamique a GnRH, et sur les gonades en provoquant une
diminution de la sensibilité des tissus cibles aux stéroides sexuels
(résistance périphérique) (Rabin et al., 1988). Il est intéressant de noter qu'au
cours de l'inflammation, les cytokines circulants suppriment les fonctions
reproductrices en activant la sécrétion hypothalamique du CRH et des
peptides dérivés du POMC et en inhibant par conséquent la stéroidogénése

ovarienne et testiculaire (Rivier et Rivest, 1991; Tsigos et al., 1999).

Par ailleurs, le KTCZ intervient au niveau de la chaine de biosynthése des
stéroides surrénaliens et gonadiques en agissant sur plusieurs enzymes
d'hydroxylation (11pBhydroxylation and 18-hydroxylation) (Engelhardt et al.,
1985) et provoque de ce fait une production abondante de prégnénolone et
prégnénolone sulfate. Ces molécules et leurs métabolites tels que
I'alloprégnénolone sont classées parmi les stéroides neuroactifs (Lambert et
al., 1986; Uzunova et al., 1998). L'alloprégnénolone stimule la prolifération
des cellules cérébrales et hippocampiques par l'intermédiaire des récepteurs
GABAA et favorise la neurogénése (Brinton et Wang, 2006). Ces structures
cérébrales sont sensiblement altérées dans les troubles psychiatriques tels

que la dépression.

Une attention croissante est portée ces derniéres années aux effets
centraux de la CsA et du KTCZ. Le mécanisme par lequel ces drogues
pourraient agir au niveau central n'a pas encore été clarifieé. Des études
anciennes ont signalé que ces effets pourraient étre associés a un
dysfonctionnement de la barriére hémato-encéphalique (Sloane et al., 1985;
Gottrand et al., 1991).

Dans la présente étude, nous avons d'abord examiné I'effet de la CsA au

niveau périphérique, ensuite nous avons analysé les effets
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neuropharmacologiques, au niveau des tests de la nage forcée, du labyrinthe
en croix surélevée, du test des champs ouverts et du labyrinthe de Morris. La
FST (Forced Swiming Test), modéle animal de dépression, représente une
situation stressante aversive d'ou le rat ne peut échapper, et produit
l'immobilité, c'est-a-dire un désespoir comportemental (Borsini et Meli,
1988). Le profil antidépresseur des drogues peut étre examiné au moyen
d'une FST, qui est I'un des essais les plus utilisés généralement pour évaluer
l'activité antidépressive parce qu'il est sensible a toutes les classes
importantes de drogues antidépressives (Porsolt et al., 1977). Au cours de la
FST, les rats montrent des comportements actifs, c'est-a-dire nage et
escalade, aussi bien que le comportement passif, c'est-a-dire immobilité. Les
molécules qui diminuent la durée d'immobilité dans la FST sont considérés

comme étant des antidépresseurs efficaces (Porsolt et al., 1977).

Cependant, un grand nombre d'études a porté sur I'association
entre la dépression et linflammation Dantzer et al., 2008.;
Whooley et al., 2007). |l a été démontré que les patients qui ont une
dépression majeure, ont présenté des preuves de linflammation qui se
manifeste par l'augmentation des cytokines inflammatoires y compris le
facteur de nécrose tumorale (TNF)-alpha, l'interleukine (IL-1) et I'lL-6 dans le
sang périphérique et le liquide céphalo-rachidien (Miller et al., 2009). Il faut
noter que le traitement conventionnel avec un antidépresseur a été montré
pour réduire les marqueurs de linflammation aprés un traitement réussi
(Miller et al., 2009), et des expériences ont montré que les antidépresseurs
peuvent inhiber la production des cytokines inflammatoires in vitro (Kenis et
Maes, 2002). Pris ensemble, ces résultats ont contribué a une transformation
majeure dans la compréhension de la physiopathologie de la dépression
majeure et ont conduit a des efforts concertés pour identifier des cibles
inflammatoires pour le développement de la nouvelle thérapie de la
dépression. Il y a eu un intérét croissant dans le réle de facteurs de
croissance, comme le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) et la
neurogenése dans le développement et le traitement des troubles dépressifs
(Duman et Monteggia, 2006). De nombreuses études chez les rongeurs ont

montré que le stress induit une diminution du BDNF et de la neurogenése (qui
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sont associés a un comportement dépressif) sont liés d'une part a l'induction
de cytokines immunitaires innées, y compris IL-1 (Barrientos et al., 2004;.
Ben Menachem et al., 2008; Goshen et al., 2008; Koo et Duman, 2008).

En plus de son activité immunosuppressive, la CsA présente un certain
nombre de mécanismes d'action différents (Zenke et al., 2001; Zhang et Liu,
2001). Il est postulé que les propriétés anti-inflammatoires de ce médicament
résulte principalement a partir de l'inhibition de la voie de transduction du
signal dans les Ilymphocytes T activés, lymphocytes T auxiliaires
principalement, qui contréle la transcription d'un certain nombre de genes, y
compris ceux qui sont liés a des cytokines pro-inflammatoires (Calderon et
al., 1992, Wiederrecht et al., 1993). Des études ont révélé que la CsA peut
agir sur d'autres cellules que les lymphocytes, tels que les granulocytes et les
cellules mononucléaires du systéme phagocytaire (Fathman et Myers,
1992).

Dans notre étude (Fig 14), nous avons constaté que le temps d’immobilité
des rats traités au KTCZ, CsA et CsA +KTCZ est plus court par rapport aux
rats témoins au deuxiéme jour de l'essai. Ceci dénote un effet antidépresseur-
like de ces drogues. Cependant, cette diminution du temps d'immobilité peut
se faire soit en faveur d'une augmentation du temps de nage, soit en faveur
d'une augmentation du temps d'escalade. Cette différence est trés importante
du point de vue neuropharmacologique puisque théoriquement au cours de la
FST, les antidépresseurs produisant une élévation noradrénergique ou
dopaminergique prédominantes, réduisent l'immobilité par I'augmentation du
temps d'escalade (Lopez et Lucki, 2000). En revanche, ceux qui activent
plutét la 5HT réduisent I'immobilité par I'augmentation de la nage (Detke et
al., 1995). Cette sélectivité comportementale est maintenue méme aprés le
traitement a long terme, de ce fait, le traitement est compatible aux effets

thérapeutiques chez I'hnomme (Heninger et al., 1996).

Dans nos résultats, nous avons constaté que le temps de nage mesure
chez les animaux traités a la CsA et CsA+KTCZ est prédominant. En
revanche, chez les animaux traités au KTCZ seul, c'est plutot le temps

d'escalade qui est augmenté. Autrement dit, le KTCZ fait diminuer le temps

- 46 -



Discussion

d'immobilité en faisant augmenter le temps d'escalade. Par contre, la CsA et
la CsA+KTCZ font réduire le temps d'immobilité en faveur d'une augmentation
du temps de nage. Autrement dit, le KTCZ fait activer davantage les voies
noradrénergique ou dopaminergique, alors que la CsA font activer plutét les
voies sérotoninergiques. Un argument en faveur de cette déduction est
I'nyperplasie meédullaire; soulignant que la medulla surrénalienne est une

source importante de production d'adrénaline et de noradrénaline.

A ce titre, plusieurs études ont montré que l'administration de KTCZ
diminue I'nypercortisolémie et améliore la dépression (Murphy, 1997). Dans
ce sens, il est plutdét plausible de référer la réduction de l'immobilité a
l'inhibition de la corticostérone. En effet, il a été démontré qu’au cours de la
nage forcée, les hormones corticoides régulent le temps d'immobilité
(Mitchell et Meaney, 1991).

Baéz et Volosin (1994) notent une élévation de la corticostérone
accompagnée d'une augmentation du temps d’immobilité au cours de la nage
forcée chez les rats. L’adrénalectomie chirurgicale entraine une diminution du
temps d’'immobilité durant la période du re-test de 5 minutes (2°™ FST)
(Mitchell et Meaney, 1991; Veldhuis et al., 1985; De Kloet et al., 1988). En
revanche, I'administration de la corticostérone (1mg/Kg) au premier jour du
test aprés 15 minutes (1% FST), augmente le temps d’'immobilité le deuxiéme
jour du test (2°™ FST). La Dexaméthasone (dose dépendante) abolie cet effet
(Mitchell et Meaney, 1991; De Kloet et al., 1988). Le metyrapone (120
mg/Kg) (bloque la 11 beta-hydroxylase) injecté 3h avant la 1°® FST réduit
significativement le temps d'immobilité. Cet effet est reversé par la

corticostérone (dose-dépendante).

Il a été rapporté que la CsA stimule I'activité neuronale sérotoninergique
chez la souris. Cette action de stimulation de la cyclosporine sur les neurones
a sérotonine dans le cerveau peut étre étroitement liée a I'apparition d'effets
indésirables centraux: comme les tremblements, les convulsions et
I'encéphalopathie. La CsA fait augmenter de fagon significative les niveaux de
sérotonine, mais pas la noradrénaline ou la dopamine dans le cerveau de la

souris. L'intervention des stéroides neuroactifs, que nous avons abordé plus
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haut (Rupprecht et al., 1998) représente une explication possible au sujet de
I'effet d'antidépresseur du KTCZ (Murphy et al., 1998). Rex et al. (2004), a
prouvé que l'alloprégnénolone produit une action antidépressive-like chez le
rat au cours de la FST (Hirani et al., 2002) ou il a enregistré une réduction du
temps d'immobilité et une augmentation du temps d'escalade. Nous pouvons
suggérer que le KTCZ a provoqué une augmentation du temps d'escalade
suite a une élévation dopaminergique (Dazzi et al., 2002; Reneric et Lucki,
1998) ou noradrénergique (Detke et Lucki, 1995). Cette activation est
probablement médiée par I'alloprégnénolone par le biais d'une modification de
la voie GABA érgique en agissant sur les récepteurs GABA-A (Estrada-
Camarena et al., 2002). Il a été démontré que l'alloprégnénolone augmente
I'activité des récepteurs GABA-A en stimulant l'influx des chlorides au niveau
de plusieurs régions cibles des antidépresseurs appartenant au systéme
limbique, telles que I'amygdale, I'hippocampe et le cortex cérébral (Wilson et
Biscardi, 1997) et que l'alloprégnénolone fait augmenter la dopamine au
niveau du noyau accumbens (Rougé-Pont et al., 2002). Chez les malades
déprimés, le niveau plasmatique de l'alloprégnénolone est diminué (Romeo
et al., 1998). Les femmes qui souffrent d'un syndrome prémenstruel
(Dubrovsky, 2000) présentent une dysrégulation au niveau de la production
de l'alloprégnénolone qui est associée aux désordres comportementaux
(Freeman et al., 2002).

Cependant, les effets du traitement par la CsA sur I'activité exploratoire et
émotionnelle chez les rats n'a pas été étudiée en détail. Ainsi, la présente
expérience a été réalisée pour analyser les effets induits par la CsA sur
I'activité locomotrice et exploratoire chez le rat méale Wistar en utilisant le test
des champs ouverts (OF). Le test a été choisi parce qu'il est sensible aux
manipulations pharmacologiques (Walsh et Cummins, 1976). Sous
constante, les conditions d'essai clairement définies ont une grande fiabilité et
la validité de la mesure de l'activité émotionnelle (Denenberg, 1969), et les
comportements liés a l'anxiété vers un nouvel environnement (Walsh et
Cummins, 1976). Dans notre étude, le traitement des rats méles Wistar par
la CsA diminue de maniere hautement significative I'activité locomotrice des

rats (Fig 15 ). Cet effet peut étre du a l'altération au profil des cytokines induits
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par la CsA. Une étude récente de Von Horsten et al. (1998) a montré que le
traitement avec la CsA induit des modifications transitoires de I'activité
ambulatoire, la défécation, et I'activité d'élevage chez les rats male DA (Dark
Agouti). D'autre part, il a été montré qu'une seule injection systémique de CsA
(60 mg / kg) a diminué [l'activité locomotrice des souris pendant 24 h (Sato et
al., 2007).

Le plus maze test est I'un des modéles de comportement les plus
populaires pour l'anxiété. L'augmentation du nombre d'entrées et le temps
passé dans les bras ouverts sont considérés comme étant les indices les plus
représentatifs de I'activité anxiolytique. Dans ce dispositif, les rats préférent
normalement passer beaucoup de leur temps dans les bras fermés. Ce
comportement semble refléter une aversion envers les bras ouverts
qui est généré par la peur des espaces ouverts. Les meédicaments qui
augmentent exploration des bras ouverts sont considérés comme
anxiolytiques et l'inverse est vrai pour les anxiogénes (Nic Dhonnchadha et
al, 2003). Dans nos résultats (Tab 03), des niveaux bas d’anxiété ont été
soulignés chez les animaux traités au KTCZ, CsA et KTCZ+CsA ou ils
manifestent des comportements anxiolytiques (passent plus de temps dans
les bras ouverts, les parties distales des bras ouverts et au centre du
dispositif, nombre d’entrées et locomotion importants,...). Cet effet pourrait
également étre le reflet de I'inhibition de la corticostérone ou de la production
de l'alloprégnénolone. Des études récentes se sont intéressées a tester I'effet
du KTCZ chez des rats exposés au parfum de chat. lls ont noté que le
traitement au KTCZ a supprimé les effets comportementaux anxieux
chroniques du rat en réponse a l'exposition aigué au parfum de chat. Cette
variation du comportement, accompagnée d'une diminution des taux
plasmatiques de corticostérone, démontre que la corticostérone pourrait étre
un médiateur important des troubles comportementaux (Cohen et al., 2006).
Les émotions négatives comme l'anxiété et la dépression provoquent
l'augmentation du risque des troubles avec une étiologie inflammatoire, et
I'élévation de I'activité inflammatoire peut étre un médiateur important des
relations émotion-maladie (Kiecolt-Glaser et al., 2002). De plus, un niveau

de cytokines pro-inflammatoires accru a été signalé comme étant augmenté
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chez le modele comportemental d'anxiété chez des souris (Sakic et al.,
1994; Schrott et Crnic, 1996). Des études cliniques ont également trouvé
une association entre l'augmentation des niveaux de marqueurs de
l'inflammation avec le développement de l'anxiété (Arranz et al., 2007;
Pitsavos et al., 2006). Une corrélation négative a également été rapportée
comme la délétion du géne de IFN-gamma, les cytokines pro-inflammatoires,
ont été signalé comme ayant augmenté le comportement d'anxiété chez les
rongeurs (Fiore et al., 1998; Lesch, 2001).

Les réactions comportementales, neurochimiques et endocriniennes
décrites ci-dessus pourraient étre concomitantes a de multiples réactions
immunitaires. A ce titre, Connor et al. (1997) ont pu caractériser les réponses
corticotrope et immunitaire et examiner les niveaux des neurotransmetteurs
dans cinq régions du cerveau a des intervalles de temps de 5, 30, 60, 90 et
120 minutes suite a la nage forcée. lls ont souligné une diminution
significative et transitoire des concentrations de noradrénaline et 5-
Hydroxytryptamine (5-HT) au niveau de I'hypothalamus, 15 minutes apres la
FST. Le turn-over de la 5-HT a significativement augmenté entre 20 et 120
minutes au niveau du cortex frontal et de 'amygdale. La corticostérone a
présenté un taux tres important a 90 minutes, par contre le nombre des
leucocytes totaux a diminué au bout de 120 minutes accompagné d’une

réduction du pourcentage des lymphocytes entre 90 et 120 minutes.

Des résultats similaires ont été obtenus chez I'homme aprés
l'administration de catécholamines ou deux phases ont été identifiées: une
mobilisation rapide (<30minutes) des lymphocytes, suivie d'une augmentation
des granulocytes avec la lymphopénie relative (réponse maximale a 2-4h)
(Benschop et al., 1996). Les catécholamines affectent principalement les
cellules de NK, tandis que les nombres de lymphocytes T et B demeurent
relativement inchangés. Ceci confirme encore une fois l'implication de la
noradrénaline retrouvée dans nos résultats (augmentation du temps
d'escalade). Ces catécholamines (adrénaline et noradrénalines) régulent le
systeme immunitaire en agissant respectivement par l'intermédiaire des

récepteurs alpha a et § (Landmann, 1992).
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Ces différences de réactivité du systéme immunitaire pourraient étre
tributaires de I'implication des cytokines pro-inflammatoires dont le réle dans
'apparition des troubles comportementaux a été longtemps contesté. Il a été
suggéré qu'une production accrue des cytokines pro inflammatoires IL-2, IL-6
et TNF-a soit impliquée en étiologie de la dépression (Maes et al., 1999). Une
étude récente par Jozuka et al. (2003) a prouvé qu'une réduction d'activité et
d'augmentation de NK, du niveau IL-2 semble étre associée a la dépression.
L’IL-10 également joue un rdle probable (Mesquita et al., 2008). L'interféron-
alpha augmente I'immobilité au cours de la nage forcée chez le rat (Makino
et al., 2000a; Makino et al., 2000b). Ces derniéres années des études ont
démontré que la dépression est concomitante de l'effet de [IL-6.
L’administration de I'lL-6 au niveau de lI'amygdale et de I'hippocampe
augmente le temps d’immobilité (Wu et Lin, 2008; Yamada et al., 2000) puis
Simen et al. (2006), ont montré que le Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-
alpha) est un modulateur important au niveau du systéme nerveux central des
réactions émotionnelles. La CsA est un puissant immunosuppresseur qui
supprime IL-1, IL-2 et TNF-alpha dans la périphérique. Elle empéche
également les diminutions de 5-HT et les niveaux de noradrénaline (Cheiko
et al., 2003). Il a été rapporté que la CsA agit comme un antidépresseur dans
les tests comportementaux et peut aussi réguler les niveaux élevées de

monoamine dans le cerveau de rats soumis a un stress (Cheiko et al., 2003
)-

L'apprentissage et la mémoire sont grandement affectées par le stress et
la dépression. Les expériences de stress aigué (Kuhlmann et al., 2005) ou
chronique peuvent étre plus sensibles aux déficits de la mémoire par rapport
aux situations non stressantes, en particulier dans le learning spatial
dépendant I'nippocampe (Conrad, 2010). L'hippocampe semble également
étre un site anatomique en corrélation avec la dépression (Xu et al., 1997;
Yang et al., 2005). De plus, I'nippocampe, une structure sous-corticale
importante dans le cerveau des mammiféeres, semblerait impliqué dans
plusieurs types de processus d'apprentissage et de mémoire (Bannerman et

al., 2002; Riedel et al., 1999). Il est également connu en tant que une
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structure cible pour les différents types des stéroides neuroactifs, tels que les
androgénes (Edinger, 2004; Frick, 2009).

Dans nos résultats au test de Morris (Fig 13), le KTCZ cause un déficit
dans la mémoire de références chez les rats, révélée par l'augmentation du
temps de latence et une diminution du nombre d'entrées et le temps passé
dans le quadrant cible. Des études récentes ont mené afin d'expliquer le
mécanisme par lequel la corticostérone agit sur les processus de mémoire
(Piérard et al., 2006), la corticostérone affecte rapidement et transitoirement
le rappel contextuel de l'information, I'activité de modulation de I'hipp.ocampe
par un mécanisme qui est rapide et probablement non-génomique (Johnson
et al, 2005). Bien que, la mémoire a court terme est affaiblie par
adrénalectomie et restaurée aprés l'administration ip de [I'agoniste de
corticostérone et de la dopamine dans le cortex préfrontal (Mizoguchi et al.,
2003). Toutefois, le cerveau semble également déclencher la sécrétion de la
corticostérone par un meécanisme indépendant de la réponse hormonale
classique (CRF/ACTH), via l'activation sympathique des glandes surrénales
(qui est, une ACTH indépendant mécanisme). Il a été rapporté que
I'administration de CsA améliore les troubles d’apprentissage et la rétention
de la mémoire (Saito et al., 2010). Récemment, le réle de la CsA comme
neuroprotecteur a été documentée dans plusieurs modeéles animaux
(Sullivan et al., 2011; Osman et al., 2011). L'administration chronique de
CsA modifie I'expression du BDNF et TrkB dans [I'hippocampe et le
mésencéphale des rats (Chen et al., 2010). Les animaux traités par la CsA
affichent une récupération fonctionnelle du comportement malgré le manque
de neurogenése dans le tissu cortical régénéré (Erlandsson et al., 2010). De
plus, la cyclosporine A est largement utilisée comme inhibiteur de la

calcineurine (Halloran et al., 1999).

Dans la présente étude, en utilisant le labyrinthe de Morris, nous avons
démontré que l'inhibition pharmacologique de la calcineurine provoque
'laugmentation de l'apprentissage spatial. Nos résultats indiquent que les
injections de CsA ont entrainé une diminution de l'activité de la calcineurine
dans I'hippocampe dorsal et une difficulté accrue dans le passage a de

nouvelles demandes de tache, d'une maniére dépendante de la dose, en
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dépit des preuves indiquant I'absence de déficit dans la capacité a apprendre
de nouvelles informations. L'inhibition de la calcineurine a augmenté le taux et
la rétention de l'apprentissage en taches comportementales impliquant la
reconnaissance d'objets, conditionnement de la peur, et l|'apprentissage
spatial (lkegami et Inokuchi, 2000; Malleret et al., 2001). Enfin, il a été
démontré que la calcineurine est associé avec la schizophrénie (Eastwood,
2005; Gerber et al., 2003; Miyakawa, 2003).
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V. CONCLUSION

Il existe des mécanismes neuro-anatomiques, hormonaux et
moléculaires multiples par le biais desquels le systéme nerveux central
communique avec le systéme immunitaire, et en particulier avec les
lymphocytes. Des perturbations au niveau des principaux systemes de
neurotransmission du SNC (dopaminergique, noradrénergique,
sérotoninergique) et de l'axe corticotrope tel qu'observées dans des
désordres psychiatriques, sont tributaire des changements de la fonction et

du métabolisme des lymphocytes.

Ces changements sont trés sensibles a l'expression des peptides
neuroactifs tels que la neurotrophine (alloprégnénolone, etc.), les hormones,
les nombreuses cytokines, leurs récepteurs, et leurs génes. Les similitudes
dans les propriétés de récepteur et les processus de transduction des
lymphocytes et du CNS, suggérent que les lymphocytes peuvent en effet
servir d'outils de base (biomarqueurs) indispensables dans la recherche sur la

pathologie du SNC dans des désordres psychiatriques.

Des méthodes moléculaires spécifiques pour des analyses d'expression de
genes au niveau des cellules immunitaires nous permettraient d'étudier les
interactions neuro-immunologiques dans des désordres psychiatriques a
I'échelle moléculaire, et nous fourniraient des informations intéressantes

concernant le potentiel de ces cellules.
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