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SUMMARY —

SUMMARY

In humans, genetic and environmental factors influence susceptibility to many diseases. In
particular, the quality of relationships between a child and his mother plays a key role in the
harmonious development and the subsequent balance of this individual. The animal
experimental designs are developed to determine the neurobiological disturbances underlying

vulnerability to these disorders. The modeling in animals remains relative.

The work presented in this thesis was conducted on a mother/newborn separation design in
rats at juvenile age. Rats are separated from their mother and isolated from their counterparts
every day during 5 min, 30 min and one hour from their 3th to their 14th day of life.

It was this time to analyze the behavior of rats in juvenile age and adulthood. The first part
presents the general context in which the subject is registered, and includes bibliographical

data concerning the separation model mother / newborn.

The second part presents the specific objectives of the work. It will be followed by a third
section describing the experimental work in part divided into two: the first is a study on
glucose and lipid metabolite in juvenile age rats after decapitation, but 2nd is a study on the
different behavioral tests (open field test, test of the cross, test of water sweet consumption)
adulthood.

Then the results will be discussed and compared to those of the literature review.
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RESUME

RESUME

Chez I’homme, les facteurs génétiques et environnementaux influent sur la
susceptibilité a de nombreuses maladies. En particulier, la qualité des relations entre un enfant
et sa mére joue un réle important pour le développement harmonieux et 1’équilibre ultérieur
de cet individu. Des perturbations de ces relations peuvent conduire notamment a des
désordres psychiatriques graves. De plus en plus, des modeles expérimentaux animaux se
développent afin de connaitre les perturbations neurobiologiques qui sous-tendent une

vulnérabilité a ces troubles. La modélisation chez 1’animal reste cependant relative.

Le travail présenté dans cette these a été réalisé sur un modéle de séparation
meére/nouveau-né chez le rat a 1’age juvénile. Les rats sont séparés de leur mere et isolés de
leurs congénéres quotidiennement pendant 5 min, 30min et une heure de leur troisiéme a leur

quatorziéme jour de vie.

I s’agissait cette fois d’analyser le comportement de rats a 1’age juvenile et a 1’age
adulte. Une premiére partie présente le contexte général dans lequel s’inscrit le sujet, et
regroupe des données bibliographiques concernant les modeles de séparation mére/nouveau-

né.

La deuxieme partie présente les objectifs précis du travail. Elle sera suivie d’une
troisiéme partie décrivant le travail expérimental qui subdivisé en 2 sous partie : la 1% est une
étude sur le métabolite glucidique et lipidique des rats a 1’age juvénile apres décapitation,
mais la 2 *™ est une étude sur les différents tests comportementaux (I’open field, labyrinthe

en croix surélevé et la consommation d’eau sucrée) a 1’age adulte.

Puis les résultats obtenus seront discutés, compareés a ceux de la littérature.

I —
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Parmi les mammiferes supérieurs, c'est le petit étre humain qui présente le plus
grand décalage entre sa naissance biologique et son éclosion psychique. S'il recoit,
avant méme de naitre, un flot de sensations inscrivant déja des engrammes qui
deviendront des souvenirs, puis des représentations, si sa maniére d'étre entraine déja
des réactions particulieres de son environnement des le début de son existence, s'il a
été réveé et donc généré en tant qu'image avant méme de naitre, il est tout en confusion
et fusion lorsqu'il surgit a la vie et va devoir entamer un long processus de séparation

et d'individuation.

Ce n'est que vers les années soixante-dix qu'ont vu le jour des études spécifiques
sur la séparation et son impact sur I'enfant (Alber et al., 2000; Gunnar et Donzella,
2002). L'accroissement rapide du phénomeéne a alors donné lieu a une littérature
florissante sur le sujet. Dans I'ensemble, les écrits font ressortir que la séparation des
parents entraine inévitablement des répercussions sur I'enfant du fait qu'elle risque
d'entraver le développement de sa personnalité et qu'elle perturbe a différents degrés
divers aspects de son fonctionnement. Il est également reconnu que les réactions des
enfants lors de la séparation de leurs parents varient considérablement en fonction de
l'dage (King et al., 2000 ; King et Bernstein, 2001).De nombreuses études se sont
intéressées aux différentes perturbations qui peuvent menacer I’organisme et il a été
démontré que les réponses aux agressions sont tres variables d’un individu a un autre
et dépendent du type, de I’intensité et de la nature de I’agent stressant (De Boer et al.,
1990).

Le stress en général est un fait naturel. Il affecte tous les organismes, de la simple
bactérie et du protozoaire, aux complexes eucaryotes comme les mammiféeres. Dans
les organismes unicellulaires et dans chacune des cellules de notre corps, des
molécules se sont développées pour assurer une séric de systémes d’urgence qui
protégent les fonctions cellulaires-clés des attaques externes inattendues et de leurs

conséquences internes. (Quitkin et al., 1996)

Dans les organismes complexes, comme le notre, les systemes de stress ont évolué

en tant que processus hautement sophistiqués pour nous permettre de gérer les défis

Effet du stress de séparation (Mére-progéniture) sur les capacités adaptatives et comportementales chez le rat Wistar Page 1



INTRODUCTION

hors de I’ordinaire qui peuvent nous affliger. Ces processus utilisent les mécanismes
de protection cellulaire comme des blocs de construction dans un réseau plus vaste de

protection contre le stress. (Reul et al., 1993; Yau et al.,2002)

Les travaux de recherche se sont multipliés et ont suivi schématiquement deux
axes de recherche. Le premier s’est focalisé sur les aspects neurobiologiques du stress
et le second sur les dimensions psychologiques selon trois approches : psychosociale,
cognitive, et psychobiologique (Boudarene et al., 1997). Les études neurobiologiques
ont permis de préciser la nature et le role des systémes hormonaux et neuronaux qui
sont impliqués dans la mise en ceuvre et la régulation du stress. Tandis que les travaux
psychologiques se sont intéressés aux aspects relationnels entre la réaction et
I’agression. Ainsi, le concept du stress s’est ¢largi aux agressions psychologiques et
sociales. Certains auteurs remarquent I’influence de 1’environnement social comme
étant le facteur déterminant les caractéristiques des réactions de stress. La réaction du
stress n’est donc plus considérée comme une simple réponse limitée dans le temps
mais devient une réponse adaptative, dynamique et qui est a la fois biologique et
comportementale par la mise en jeu de [I’axe hypothalamo—hypophyso-
corticosurrénalien appelé axe corticotrope (Mildred et al., 1994 ; Kasdallah et al.,
2005 ; Antonijevic et al ., 2000 ; Husum et al ., 2002 ; Murakami et al., 2005).

C’est ainsi que, chez I’animal comme chez ’homme, 1’exposition périnatale,
c’est-a-dire pré- ou post-natale, a un environnement stressant peut créer une
fragilisation a long terme et favoriser I’émergence de troubles du comportement
(Bifulco et al., 1992) .

Chez I’homme, les facteurs génétiques et environnementaux influent sur la
susceptibilité a de nombreuses maladies, comme des maladies cardio-vasculaires, le
diabete de type Il (Russak et Schwartz, 1997) .Notamment, des perturbations
relationnelles importantes entre la mére et le nouveau-né (longue séparation non
compensé deés les premiers jours de la vie, manque de soins, affect négatif de la mére
.....) jouent un rdle important pour le développement harmonieux et 1’équilibre
ultérieur de cet individu. Des perturbations de ces relations peuvent fragiliser

I’individu et entrainer des maladies graves, telles que des psychoses, des troubles

Effet du stress de séparation (Mére-progéniture) sur les capacités adaptatives et comportementales chez le rat Wistar Page 2



INTRODUCTION

comportementaux, se traduisant par des maladies anxieuses, des syndromes
dépressifs, des conduites additives (Bifulco et al., 1992 ; Canetti et al., 1997).

Ainsi, des peériodes critiques pourraient étre identifiées pendant le développement,
et ’intervention de facteurs stressants pendant ces périodes, comme la séparation de
la mere et I’isolement, serait impliquée dans le développement de troubles visibles a
long terme. La période de croissance cérébrale qui se place en particulier dans le
dernier trimestre de la gestation chez I’homme posséderait son équivalent entre le

cinquiéme et le quinzieme jour de vie chez le rat (Bayer et al., 1993).

Le stress touche aussi le monde animal et représente un probléme éthique et
économique chez les animaux d’élevage. Une problématique importante en élevage
est celle du bien-étre animal. De nombreux concepts peuvent définir le bien-étre, mais
il se référe principalement a 1’état psychologique subjectif d’un animal en relation
avec son environnement interne et externe (Fraser, 1999; Rushen, 2003). De maniere
schématique, le bien-étre animal peut se définir de 3facons différentes : I’absence de
mortalit¢ et de morbidité, 1’absence de stress ou la possibilité d’exprimer les
comportements naturels de 1’espéce (Larrere, 2007). Le stress induit donc une
diminution du bien-étre. Ainsi, une mesure classique consiste a évaluer les marqueurs
physiologiques de stress (Mormede et al., 2007). Le maintien du bien-étre animal est
une obligation réglementaire permettant de respecter 1’animal comme un étre sensible
mais est également d’une utilité économique car une baisse du bien-étre engendre

souvent une baisse de la productivité en élevage (Veissier et al., 2007).

La réponse de stress comprend un volet comportemental qui permet a l'individu de
contréler son environnement et des mécanismes neuroendocriniens qui assurent le
maintien de I'homéostasie. Ces deux versants de la réponse sont étroitement
interdépendants. La nature et I'intensité des activations neuroendocriniennes et des
conséquences pathologiques sont tres variables, selon la situation et les possibilités de

contr6le comportemental. (Dugovic et al., 1999)

Pour tenter de reproduire le plus étroitement possible les circonstances connues
pour favoriser les maladies prédites chez ’homme, se sont développés de nombreux

modeles expérimentaux animaux. Et ¢’est 'importance fondamentale, dans toutes les
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espéces, des liens entre la mére et le nouveau-né dans le développement harmonieux
de ce dernier qui sous-tend la pertinence des modéles de séparation mére/nouveau-né.
Ces derniers ont été utilisés pour essayer de décrire les conséquences de ce stress
précoce sur le développement des petits. La meére sert de lien premier entre
I’environnement et 1’animal en développement, la séparation maternelle pourrait donc
avoir des conséquences néfastes visibles a long terme, entrainer des altérations des
fonctions neuronales, qui se manifestent. La privation maternelle altére a la fois le
comportement et les systemes de neurotransmission, dans de nombreuses especes
(Hall, 1998 ; Anisman et al., 1998).

Il existe plusieurs modéles de séparation mére/nouveau-né chez le rat. lls difféerent
essentiellement par le temps de séparation (quinze minutes, trois heures, six heures,
vingt-quatre heures), et I’dge des petits au moment de cette séparation (du deuxiéme
au vingt-et-unieme jour de vie). Les modifications induites sont differentes selon le
protocole de séparation utilisé. Levine (1957) : a montré que des rats isolés de leur
meére et de leurs congénéres trois minutes par jour de leur premier a leur vingtiéme
jour de vie étaient plus résistants au stress dans leur vie adulte. Des études rendent
compte d’une augmentation de ’activité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(HHS) proportionnelle a la durée de séparation (Kuhn et al., 1990). Une courte
séparation maternelle de 15 minutes par jour pendant 22 jours entraine une protection
des déficits liés a ’age (Meaney et al., 1988 ; Vallee et al., 1999), une diminution de
I’anxiété, et une augmentation du rétrocontrole négatif de I’axe HHS (Levine et al.,
1967 ; Meaney et al., 1989 ; Ogawa et al., 1994 ; Francis et al., 1999). En revanche,
des durées de séparation plus longues (supérieures ou égales a trois heures)
augmentent les réponses comportementales et 1’activité¢ de I’axe HHS en réponse au
stress (Meaney et al., 1989 ; Kuhn et al., 1990; Francis et al., 1999). Une séparation
maternelle d’une durée supérieure ou égale a trois heures pendant les deux premieres
semaines de la vie augmente la réponse au stress et diminue la sensibilité de 1’axe
HHS au rétrocontréle négatif normalement exercé par les glucocorticoides sur celui-ci
(Plotsky et Meaney, 1993 ; Ladd et al., 1996 ; De Kloet et al., 1996 ; Helga et al.,
1998). 1l est intéressant de constater que 1’on retrouve ces mémes altérations
fonctionnelles dans la dépression chez ’homme (Francis et al., 1999). Il est

également observé une diminution des récepteurs aux glucocorticoides dans le noyau
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paraventriculaire des rats adultes, et une augmentation significative de I’ARNm (acide
ribonucléique messager) du CRH (corticotropin-releasing hormone). Ces animaux
semblent garder des altérations permanentes de la régulation de I’axe HHS et de leur
systeme dopaminergique (Hansen et al., 1993 ; Rots et al., 1996). Une séparation
maternelle de 24 heures sur des rats agés de 12 jours entraine une densité accrue des
sites de liaison du CRH dans les structures limbiques (le systeme limbique intervient
dans le comportement, la mémoire, I’humeur, la vigilance, les émotions). Ces
modifications refléteraient une sensibilisation au stress (Anisman et al., 1998). De
nombreuses études ont rapporté un lien entre le comportement de la mere et les
mécanismes dopaminergiques centraux (Hansen et al., 1993). La privation
maternelle entraine des altérations des systemes dopaminergiques en fonction de la
durée de séparation et de 1’age des animaux étudiés (Kehoe et al., 1998 ; Hall et al.,
1999). Une séparation maternelle de six heures entre le cinquieme et le sixiéme jour
de vie entraine une réponse comportementale diminuée aux amphétamines et aux
agonistes dopaminergiques, malgré une augmentation apparente de la fonction
dopaminergique dans le noyau accumbens (Hall et al., 1999). Ainsi, les effets chez
I’adulte d’une séparation maternelle au cours d’une période d’intense plasticité
neuronale peuvent étre différents selon le protocole utilisé. La majorité des travaux
ont étudié les modifications permanentes de 1’axe HHS. Une longue séparation
provoque une augmentation de 1’anxiété et une diminution en amplitude et en durée
des taux d’ACTH (adrenocorticotropic hormone ou hormone adrénocorticotrope) et
de corticostérone plasmatiques en réponse au stress, tandis qu’une séparation courte
provoque, chez 1’adulte, une diminution des réponses comportementale et endocrine

au stress.

Les données de la littérature montrent en effet que le systeme opioidergique est
tres impliqué dans la mise en place des relations entre la mere et I’enfant. Les
opioides entrainent des effets renforcants des le plus jeune age. L’allaitement, qui
induit la libération d’opioides, représenterait une récompense pour le petit, et
favoriserait les associations entre la mére, la tétée, et 1’état de récompense (Agmo et
al., 1995; Agmo et al., 1997). La separation maternelle pourrait donc altérer
I’association mere/état de récompense, et le fonctionnement du systeme

opioidergique. Il  était  également intéressant d’étudier le  systéme
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cholécystokininergique, car de nombreuses études pharmacologiques ont conduit a
présenter ce systtme comme modulateur et antagoniste physiologique du systéme
opioidergique. La cholécystokinine (CCK) est un neuropeptide qui, selon le type de
récepteur par I’intermédiaire duquel il agit (CCK1 ou CCK2), est impliqué dans la
satiété, le nociception, I’anxiété, et les processus cognitifs (mémoire, apprentissage,
état de vigilance) (Crawley et Corwin ,1994). Elle intervient dans la digestion, le
métabolisme, et la croissance de 1’enfant en développement, et semble aussi participer
aux aspects non nutritifs des relations entre I’enfant en développement et sa mere
(Uvnas-Moberg, 1989). L’administration de CCK diminue les vocalisations
ultrasonores induites par la séparation maternelle, et 1’administration d’un antagoniste
sélectif du récepteur CCK1 produit I’effet opposé, suggérant ainsi que les antagonistes
du récepteur CCK1 altérent les interactions entre un jeune rat et sa mere (Weller et
Dubson, 1998).

Les tests utilisés pour évaluer I’état anxieux chez les rongeurs (anxiété d’état) sont
classés en deux catégories : les tests basés sur des aversions naturelles (ou tests non
conditionnes) et les tests basés sur des aversions apprises (ou tests conditionnés). Les
tests non conditionnés sont basés sur la réaction innée et spontanée de I’animal face a
une situation anxiogéne alors que les tests conditionnés nécessitent une phase
d’apprentissage ou de conditionnement durant laquelle un stimulus neutre (protocoles
de peur conditionnée) ou récompensant (nourriture, boisson ou drogue ; protocoles de

conflit) est associé a un stimulus aversif (choc électrique par exemple).

Les principaux tests conditionnés et inconditionnés utilisés chez les rongeurs pour
évaluer un état anxieux sont récapitulés (Tableaul). Dans ce méme tableau sont aussi
présentés certains des modeles animaux créés par manipulations génétiques ou
environnementales afin de produire un état d’anxiété pathologique (anxiété de trait ou

modeles de troubles anxieux).

I —
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Tableau 1 : Représentation des différents tests et modeles d’anxiété développés
chez les rongeurs (Sartori et al., 2011).

Tests d’évaluation de I’état anxieux Modeéles d’anxiété chronique

aigu (anxiété d’état). exagérée (anxiété de trait).

Tests non conditionnés Anxiété innée

e Tests basés sur le conflit o Différences de souches
approche- évitement: e Différences interindividuelles

— Open-field e Modeles génétiques

— Boite claire/obscure Manipulations environnementales

— Labyrinthe en croix surélevé e Elevage en conditions

— Confinement dans un bras ouvert défavorables

e Tests sociaux: — Séparation maternelle

— Interactions sociales — Sevrage précoce

— Compétitions sociales — Isolement social

e Autres: e Exposition chronique au stress
— Marbleburying — Stress chronique léger

— Hyponéophagie — Stress chronique social

— Vocalisations induites par le stress e Modeéles nutritionnels

— Hyperthermie induite par le stress Déficience en magnésium

Tests conditionnes Modéles pharmacologiques

e Tests basés sur le conflit: e Traitement chronique a la

— Test de Geller-Seifter corticostérone

— Test de Vogel e Sevrage & une drogue

e Test d’aversion de place Etat d’anxiété aigu
conditionnée e Modele pharmacologique

e vAutres:

— Peur conditionnée

— Enfouissement défensif
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L’objectif de ce travail de thése est de répondre a certaines questions suspendu
dans le domaine du stress de séparation mere/nouveau-né (5min, 30min et 1h) du
troisieme au quatorziéme jour de vie n’a pour ’instant fait I’objet que d’études sur

les rats devenus adultes. Le but est de répondre a I’ensemble de ces questions:

A quel moment apparaissent les effets induits par la separation maternelle ? Sont-
ils visibles dés la fin de la séparation ? Ou bien sont-ils déclenchés au moment de
I’acquisition de la maturité sexuelle, a 1’age juvénile ? Faut-il que les animaux soient
devenus complétement adultes ? Si des modifications existent a ces ages plus jeunes,
sont-elles identiques ou différentes de celles observées a I’age adulte ? Concernent-
elles les mémes comportements, les mémes systemes de neurotransmission ? Se

manifestent-elles de la méme fagon ?
Pour répondre a I’ensemble de ces questions, nous avons choisi dans :

- Un premier temps, de peser tous les animaux pendant la période de séparation
(J3-J14) de vie.

- Alinsi, aprés avoir suivi le protocole habituel de séparation du laboratoire, nous
avons étudié les animaux a 1’age juvénile (la période se situant juste apres la fin de la
séparation, c’est-a-dire a partir du quinziéme jour de vie), et d’en étudier les
paramétres biochimiques du sang par le dosage du glucose, cholestérol et les

triglycérides.

-Puis nous avons analysé le comportement des rats a 1’age adultes, grace a

différents tests. Nous avons étudié successivement:

e Le comportement d’exploration dans un contexte stressant, dans le test de
I’open-field.

e Le comportement d’anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevé (Plus
maze test).

e Le comportement d’appétence dans le test de la consommation d’eau sucrée.

e Les variations immunitaires appréciées a travers le taux des : globules blancs,

lymphocytes, monocytes et méme les plaquettes.
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MATERIEL ET METHODES

1- Elevage

Les animaux utilisés dans notre expérimentation sont des rats blancs adultes Ratus
ratus de la souche Wistar, classe des mammiféres nocturnes de 1’ordre des rongeurs
provenant d’institut Pasteur d’ Alger et pésent 250+50g chacun. La gestation dure 20
-23 jours et les portées sont de 8 -14 jeunes. Ceux-ci pesent 5-7g, ils sont glabres et
aveugles et ouvrent les yeux entre 1e12°™ et 1e16°™ jour ; Le pelage se développe

Oeme

completement aux 1 jours .Les jeunes peuvent étre séparées de la mere a partir

des 20 °™ jours environ.

Les rats sont pubéres entre 50et 60 jours aprés la naissance chez les deux sexes, la
descente des testicules se produit bien avant la puberté, habituellement autour de 1’age
de sevrage. Un rat en santé peut vivre de 2 a 3ans avec de sensibles variations
dépendant de la souche, du sexe, des conditions environnementales et autres variables.
Les animaux se reconnaissent entre eux par I’odorat. Les rats également marquent
leurs territoires avec leur urine.

Dés leurs arrivées, les animaux sont élevés dans des cages de polyéthyléne faciles a
nettoyer ; ces derniéres sont tapissées d'une litiere constituée de copeaux de bois que
I'on change tous les 2 jours. En raison de I'extréme susceptibilité de I'animal a toutes
sortes d'agressions, nous avons attaché la plus grande importance a I'environnement et
aux conditions de manipulations journaliéres. Elles ont été réalisées par le méme

expérimentateur pour minimiser I'état de stress (Ader et Friedman, 1965).
2- Conditions d’élevage

L’expérimentation a lieu aprés une période d’acclimatation de 20 jours pendant
laguelle les rats soumis a une de température 25°c, une hygrométrie de 50% et de la
photopériode naturelle. L'aliment distribué se présente sous forme de pellettes. L’eau
de boisson est fournie dans des biberons. La nourriture et I'eau sont fournies ad

libitum, ceci permet de répondre aux besoins de I'animal.

- ]
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3-L’approche expérimentale

L’ensemble des traitements et des protocoles expérimentaux ont été réalisés en
conformité avec les principes et recommandations de santé animale. (NIH
publication No. 85-23 révisée 1985).

4- Animaux et protocole de séparation

Pour tenter de reproduire le plus étroitement possible les circonstances connues pour
favoriser les maladies prédites chez 1’homme, se sont développés de nombreux
modeles expérimentaux animaux. Et ¢’est I'importance fondamentale, dans toutes les
espéces, des liens entre la mére et le nouveau-né dans le développement harmonieux

de ce dernier qui sous-tend la pertinence des modéles de séparation mére/nouveau-né.

Ces derniers ont été utilisés pour essayer de décrire les conséquences de ce stress
précoce sur le développement des petits. La mere sert de lien premier entre
I’environnement et 1’animal en développement ; la séparation maternelle pourrait
donc avoir des conséquences néfastes visibles a long terme, entrainer des altérations
des fonctions neuronales, qui se manifestent. La privation maternelle altére a la fois
comportement et les systemes de neurotransmission, dans de nombreuses especes
(Hall, 1998 ; Anisman et al., 1998)

Il existe plusieurs modéles de séparation mere/nouveau-né chez le rat. Ils différent
essentiellement par le temps de séparation (cing minutes, trente minutes, une
heure).Les modifications induites sont différentes selon le protocole de séparation
utilisé (Hall, 1998).

Dix femelles gestantes Ratus ratus de la souche Wistar ont été hébergées

individuellement.

Le jour de la naissance des petits a été nommé JO. Le protocole de séparation

maternelle a commencé des J3.

A J3, on a effectué des lots de 8 a 14 ratons, seuls les males ont été conservés, qui ont
éte attribués a des meres de fagon aléatoire de fagon a ce que toutes les méres aient le
méme nombre de petits (n=8), et répartis en quatre groupes expérimentaux, toujours

de facon aléatoire :
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-Le lot Témoin (T) : les rats non séparés (n=8).
-Le lot 5 : les rats séparés pendant 5 mn (n=8).

-Le lot 30 : les rats séparés pendant 30 mn (n=8).
-Le lot 1 : les rats séparés pendant une heure (n=8).

Le groupe des animaux separés a été traité de la facon suivante : de J3 a J14, chaque
mere était tout d’abord retirée de la cage d’habitation et a sa portée, et placée, le
temps de la séparation qui se déroulait a 10h00 quotidiennement, dans une autre cage
avec eau et nourriture (cette cage resta la méme pendant les douze jours de séparation
quotidienne de 5 mn, 30 mn et une heure). Chaque nouveau-né était alors placé dans

leur cage d’habitation pendant la période de séparation.

Le groupe des animaux T n’a pas du tout été manipulé pendant les 12 jours, excepté

au moment des nettoyages des cages.

Au moment de traitement (J3 au J14), nous allons peser les ratons de chaque lot

quotidiennement avant la séparation chez les lots 5, 30, 1 et méme le lot T.

- ]
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5-Lotissement des animaux

Figure 1 : Protocole expérimentale et traitement des ratons des lots (T, 5, 30 et 1)
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6-Premiere partie

L'objectif visé dans cette premiére partie est la confirmation de I'hypothese relative a
I'effet de séparation consistant en une séparation maternelle quotidienne de 5 mn, 30
mn et une heure de leur troisiéme a leur quatorziéme jour de vie de rats a I’age
juvénile sur les paramétres biochimiques du sang, c’est la période se situant juste

apres la fin de la séparation, c’est-a-dire a partir du vingtiéme jour de vie.
Pour cela nous avons utilisé le protocole suivant :

Au moment de décapitation 4 ratons (n=4) ont été choisi dans chaque lot (T, 5, 30, 1),

apres avoir été pese entre 16-21 g.
6-1-Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins ont été réalisés apres sacrifice des animaux (Aubert et
al., 1980). Le sang est collecté dans des tubes héparinés sous glace et d’emblée
centrifugé a 5000 tours / minute pendant 15 minutes. Le plasma obtenu est aliquoté
dans des tubes eppenford puis conservé au congélateur a une température de - 20°C

pour les dosages du glucose, cholestérol et triglycérides (Figure2).

Figure 2 : Décapitation et prélevement sanguin.

- ]
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Figure 3 : partie : Traitement des ratons a I’age juvénile.
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6-2-Dosages métaboliques
6-2-1 Le glucose plasmatique

® Principe

Le dosage du glucose plasmatique a été effectue par la méthode de glucose oxydase
selon (Barham et Trinder, 1972). Le glucose est oxydé en acide gluconique et 1’eau
oxygéné libérée, réagit sous I’action d’une peroxydase avec le phénol et I’amino-4-
phénasone, pour former le quinonéimine qui est un complexe coloré en rose,
I’intensité de la coloration étant proportionnelle a la concentration du glucose dans

1’échantillon.
GlucoseOxydase

Glucose+02+H20 Acide gluconique+H202

Peroxydase

H202+Phénol+4-Amino-antipyrine Quinone+4H20

e Mode opératoire

Longueur d’onde :................ 505nm (492-550)
Température :..................... 37°C (20-25°C)
Cuve @ lem d’épaisseur.

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

- ]
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Blanc Standard Echantillon
Standard L 10 ul L
Echantillon _ _ 10 ul
Réactif de travail 1ml 1mil 1 ml

On mélange a I’aide d’un agitateur et on laisse incuber pendant 10 minutes a 37°. La
lecture de la densité optique (DO) se fait a 505 nm contre le blanc réactif. La

coloration est stable pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére. (Figure4)

Figure 4 : Les étapes du dosage du glucose.

e Calcule de la concentration

D.OEchantion

Glucose= D.0Standard

mg /d| n=100
g/l n=1
mmol/l n=5, 56
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6-2-2- Le cholestérol plasmatique

e Principe
Le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par les détergents. La
cholestérol estérase hydrolyse les esters et le peroxyde d’hydrogéne (H202) est formé
dans la réaction d’oxydation enzymatique du cholestérol sous 1’action du cholestérol
oxydase, ce dernier reagit avec le phénol pour produire le quinonéimine selon les

réactions ci-dessous (Thomas et Labor, 1992).
Détermination enzymatique selon les réactions suivant
Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H20 Cholestérol + Acides gras
Cholesterol oxydase
Cholesterol + 02 Cholesténe-4-one-3+H202
Peroxydase

H202+Phénol+Amino-4-antipyrine Quinonéimine rose

e Mode opératoire

Longueurd’onde :..................... 546nm (500-550)
Température :............ceveeennnnn. 37°C
CUVE t lem d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.

- ]
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Blanc Standard Echantillon
Standard L 10 ul L
Echantillon L L 10 wl
Réactif de travail iml 1mi iml

On mélange a I’aide d’un vortex et on laisse incuber pendant dix minutes a 37°.0On
lit la densité optique DO a 546 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable

pendant trente minutes a 1’abri de la lumiére.

e Calcule de la concentration

D.0.Echantillon

Cholestérol = D.0.Standard
mg /dI : n= 200
gl n=2
mmol /1 : n=5,17

6-2-3-Les triglycérides plasmatiques

e Principe
Les triglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en acides gras libres
par la lipoprotéine-lipase. Le glycérol sous 1’effet du glycérol kinase forme le glycérol
— 3-phosphate qui est oxydé en H202 selon les quatre réactions suivantes: (Fossati,
1982).

- ]
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Lipoprotéine lipase
Triglycéride Glycérol + Acides gras
Glycérokinase, Mg++
Glycérol + ATP Glycérol -3-P +ADP
Glycérol -3- Phosphate oxydase
Glycérol -3- Phosphate + O2 H202 + Dihydroxyacétone-P
Péroxydase

H202 + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol Quinone rose + H20

e Mode opératoire

Longueurd’onde :.................ceevea. 546nm (490-550)
Température:............ooeviiiiiinn.. 37°C
CUVE: . lcm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

Blanc Standard Echantillon
Standard L 10 ul L
Echantillon L L 10 ul
Reactif de travail Imi 1ml iml

- ]
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On mélange a 1’aide d’un agitateur et on laisse incuberl0 minutes a 37°. La
lecture de la densité optique « DO » est effectuée a 546 nm contre le blanc réactif. La

coloration est stable pendant 60 minutes a 1’abri de la lumiere.

e Calcule de la concentration

D.OEchntillon
D.OStandard

Triglycérides=

mg /dI: n= 200
g/l n=2
mmol /I n=2.28

- ]
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7-Deuxieme partie

Le modeéle de séparation mére/nouveau-ne (5, 30, 1) du troisieme au quatorzieme jour
de vie n’a concerné que les rats devenus adultes. La séparation maternelle néonatale
précoce entraine, a 1’age adulte, des altérations du comportement, et des

dysfonctionnements des systemes de neurotransmission.

Ainsi, notre objectif dans la 2°™ partie est d’étudier et d’analysé le comportement des

rats a I’age adulte, grace a différents tests. Nous avons étudié successivement :

- le comportement d’exploration dans un contexte stressant, dans le test de 1’open-

field.

- le comportement d’anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevé (plus maze

test).
- le comportement d’appétence dans le test de la consommation d’eau sucrée.

Nous avons choisi dans cette partie 4 ratons dans chaque lot soit traité, soit non traite.

A partir deJ14 a J21, les ratons sont restés avec leur mére respective. A J21, les
animaux ont des lors été hébergés, par lots de quatre fréres, dans des cages de

polyéthylene, dans des conditions standards, avec eau et nourriture ad libitum

Plus tard, ces rats ont été testés a différents test de comportements a 1’age adulte J70
(la dixieme semaine d’age). De J71a J93 inclus, pour divers tests comportementaux.
Ceux-ci ont été réalisés dans un certain ordre, afin d’aller du moins stressant au plus

stressant (Olivier et al., 2003).

Le tableau 5 récapitule le planning suivi pour 1’ensemble des manipulations effectuées

sur le lot de rats étudié.

- ]
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Y

Tableau 5 : Récapitulatif des évenements survenus dans la vie des rats étudiés, en

fonction de leur age

Jour

Evénement

Jo

-Mise-bas des femelles

gestantes

-Naissance des petits rats

J3AJ14

1-Lots :

T : Aucune manipulation

5 : Séparation pendant 5 mn

30 : Séparation pendant 30
mn
1 : Séparation pendant une
heure

2-Pesée journaliere de tous
les ratons

J14 A J21

les ratons sont restés avec leur

meére

J20 : Décapitation des ratons

(les moitiés des ratons)

—Dosage métabolique

J21

4 ratons de chaque lot été

hébergé seul

J71 A J73

Test de I’open-field

J74 A J76

Plus maze test

J79 A 93

Test de la consommation

d’eau sucrée

Tests comportementaux

effectues sur les rats adultes

J94

Décapitation des
rats

Prélevement du sang
(FNS)
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2eme

Figure 5: partie : Traitement des rats a 1’age adulte.
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7-1-Tests de réponse non conditionnée (les tests classiques émotionnels)

La principale catégorie de ces tests est celles des tests d’exploration. De fagon
générale, ces tests consistent a confronter 1’animal a une situation nouvelle
provoquant des réponses comportementale s non conditionnées. L’animal peut étre
confronté de fagon forcée a cette situation. C’est le cas du labyrinthe en croix

surélevé et I’open field, (Berlyne, 1950).

7-1-1-Evaluation d’un comportement d’exploration dans un contexte stressant :

test de ’open-field (Figure 6)

L’openfield utilisé¢ était une large boite généralement de forme carrée, rectangulaire
ou de forme circulaire (35 cm de long, 25 cm de large et 35cm de haut).L’openfield
est également souvent utilisé pour évaluer l'anxiété, y compris par des mesures
supplémentaires de: la défécation, le temps passé au centre si le champ, et les cingq

premiéres minutes d'activité (Wabhlsten et al., 2006)

C’est le plus courant. Il consiste a placer I’animal dans un environnement nouveau

inconnu, pauvre en stimulation, ne comportant aucune possibilité d’abri ou de fuite.

L’animal est alors en situation d’isolement sociale, ce qui en soit représenté déja en
situation de stress, ou en situation éthologique. Le premier a I’avoir utilisé est Hall en

1934.lors de travaux sur les rongeures.

Chaque rat était initialement placé dans un des quatre coins de I’openfield, la téte
orientée vers le coin. Son comportement était observé pendant 5 minutes. Cing

parametres étaient mesurés par 1’expérimentateur : (Careau et al., 2012)
1-temps passé dans le centre exprimé en secondes.
2- temps passé dans le préféré exprimé en secondes.

3-temps de redressements en secondes (animal positionné sur ses deux pattes,

postérieures, droit, en équilibre dans le vide ou contre une paroi).
4-le nombre total de miction.

5- le nombre total de défécations.
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Ce test permet de prédire une activité de type anxiolytique. Les variables mesurées
dans ’open field sont I’activité ambulatoire totale, le nombre d’entrées et le temps
passé dans 1’aire centrale (aire virtuelle représenté par un carré de 12,3cm) ainsi que
les redressements (Dulawa et al., 2004).

Le nombre de partie périphérique, et le nombre d’entrée dans la partie centrale, ces
deux indices cumulés nous donnent I’indice de locomotion totale dans le dispositif

(’indice de réactivité émotionnelle).

Le nombre défécation et le temps d’immobilité, ces parametre est a notre sens
intéressant pour évaluer la réactivité émotionnelle puisqu’il représente la principale
réaction défensive chez les lignées des rats de laboratoire, comme souligne
(denenberg, 1969), c’est un parameétre qui caractérise initialement tout animal placé
dans une situation menagante ou potentiellement menacante, avant la locomotion ou

tout autre variable.

Les expériences ont été réalisées entre 10h et 12h pendant 3 jours (J71 a J73). Quatre

rats adultes T, 5, 30et 1 ont été testés.

=
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Figure 6 : lllustration schématique du test du champ ouvert (open field) (Hall, 1934).
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7-1-2-Evaluation d’un comportement d’anxiété dans le test du labyrinthe en

croix surelevé (plus maze) (Calenco-Choukroun et al., 1991)
Ce test est basé sur la peur du vide.

Le labyrinthe en croix surélevé utilisé était un dispositif en polyéthyléne, composé de
quatre bras mesurant chacun 50 cm de long et 10 cm de large, et se faisant face. Deux
des bras, nommés « bras fermés » (notés BF), et opposés, étaient cloitrés par trois
murs hauts de 40 cm. Les deux autres bras, nommes « bras ouverts » (notés BO),
également opposes, étaient totalement ouverts, et constituent la zone aversive du
systeme (un rat « normal » passe 70 a 80% du temps passé dans le labyrinthe dans les
BF, et effectue 70 a 80% de ses visites dans les différents bras dans les BF). Le

labyrinthe se situait a une hauteur de 50 cm au-dessus du sol (Figure 7).

Figure 7 : lllustration schématique du test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated
plus-maze) (Handley et Mithami, 1984).

Dans le test, chaque rat était initialement positionné au centre du labyrinthe situé a
I’intersection des quatre bras, la téte orientée vers 1’un des bras ouverts ; il avait libre
acces aux quatre bras pendant une durée de 5 min. Le labyrinthe était disposé dans
une piece isolée du bruit. L’expérimentateur visualisait le comportement du rat de

I’extérieur de la piéce, grace a une caméra vidéo ; il relevait les nombres de visites et
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temps passés respectivement dans les BO et dans les BF ; une visite était
comptabilisée lorsque le rat avait les quatre pattes dans un bras (Olivier et al., 2003).

Les résultats ont été exprimeés en :

1-nombre d’entrée dans les bras ouvert et les bras fermés.
2-nombre de redressement.

3- temps passés (s) dans le centre.

4- temps passeés (s) dans les bras ouverts (BO) et bras fermés (BF).
5- temps de redressement(s).

6- nombre de défécations.

7-nombre de miction (urine).

Parmi les variables classiques, nous avons mesuré le temps passé dans les différentes
parties du dispositif, les nombres d’entrées dans les bras fermes et dans les bras
ouverts. A partir de ces données, nous avons calculé le nombre totale d’entrées dans
les bras, de plus, pour obtenir une mesuré de la locomotion totale plus précise.
(Olivier et al., 2003 ; Weiss et al., 1998).

Le nombre d’entrées et le temps passé dans les bras ouverts sont généralement
calcules par rapport au nombre d’entrées totale au temps totale dans les bras (ouverts,
fermes) afin de rendre compte de «1’anxiété »indépendamment de la locomotion
(pellow et al., 1985).

Les expériences ont été réalisées entre 10h et 12h pendant 3 jours (J74 a J76). Quatre

rats adultes T, 5, 30et 1 ont été testés.

- ]
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7-1-3-Evaluation du comportement d’appétence dans le test de la consommation

d’eau sucrée_(Lamouraux, 2001)
Le Processus de test de la consommation d’eau sucrée est le suivant:

Les animaux étaient placés dans des cages individuelles, sans eau ni nourriture, pour
une durée de 20 heures (J78).Le lendemain (& j79, un biberon standard, contenant soit
de I’eau (pour le lot d’animaux témoins, 5, 30, 1), soit une solution d’eau sucrée (a la
concentration de 40mg de sucre/ L d’cau), leur était mis a disposition pour une duree
de 20 heure pendant 15jours ( J79 a J93), on mesure la quantité d’eau dans les
biberons avant et apres la consommation , aprés quoi les rats étaient remis ensemble.

afin d’évaluer les quantités respectives bues.

A chaque fois, la consommation de liquide (en ml) se déroulait entrel0Oh et 12h
pendant 15 jours (J79 a J93). Quatre rats adultes T, 5, 30et 1 ont été testés.

8- Prélévements sanguins

A J94, les prélevements sanguins ont été effectués par sacrifice de I’animal. On
préléve de sang dans des tubes EDTA pour faire 1’analyse de FNS (L'hémogramme),
L'hémogramme, ou hémato gramme, est une étude quantitative et qualitative des
différents éléments cellulaires du sang: les globules blancs (ou leucocytes),
les globules rouges (ou hématies) et les plaquettes sanguines. Il est souvent associé a
la Numération de la Formule Sanguine qui est la partie qualitative (et non

quantitative) de I'némogramme. (Bléyéré et al., 2007 ; Silva et al., 2007).
9-Analyse statistique des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type
(m £ s).La significativité des résultats est estimée par une analyse de variance a un
critere de classification (ANOVA). Les résultats obtenus exprimes par une autre
analyse Dunett (un test qui compare les moyenne testés une a une par rapport au
témoin).La différence entre les groupes expérimentaux est considérée comme

significative pour p <0,05.

- ]
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A la fin des deux modes expérimentaux (I’age juvéniles et 1’age adultes) du stress de
séparation chez des rats males Wistar, on remarque une perturbation sur :

- le poids corporel (g) des ratons pendant le traitement (I’age juvéniles).
- le métabolisme glucidique et lipidique aprés le traitement (I’age juvénile).
- le comportement des rats a 1’age adulte, grace a différents tests (test de 1’open-field, plus

maze test et le test de la consommation d’eau sucrée).

- la variation immunitaire des rats a 1’age adulte, grace a le taux des: globules blancs,

lymphocytes, monocytes et méme les plaquettes.

1- Effet de la séparation maternelle sur la croissance pondérale des ratons (g) chez le lot
témoin et les lots traités
Tous les ratons males des trois groupes d’animaux (5, 30 et 1) montrent une diminution

trés hautement significative (f=155,00 ; p<0,001) par apport au t¢émoin entre le J3 a J14.

L’analyse de Dunett exprime qu’il n’y avait pas de différence significative entre le lot 5

et le lot témoin. (Tableau 6, figure 8).

25 -+

20 -
—_ *hk
j‘“ FkK
o
Z 15 -
a
o
S
w 10 n
=]
o
a

5 _

0

T 5 30 1
LOTS

Figure 8: Variation du poids corporel (g) chez le lot témoin et les lots stressés par séparation.
(mzs, n=8).

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsb.
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1°® PARTIE

1- Effet de la séparation maternelle sur le métabolisme glucidique et lipidique

1-1-  Variation de la concentration du glucose plasmatique en (g/l) chez le lot
témoin et les lots traités

Le métabolisme glucidique est perturbé chez les animaux des tout les lots traités
(Tableau 7, figure 9), et ceci est reflété par une augmentation trés hautement significative de
la concentration en glucose dans le sang (T vs 5, 30 et 1 / f=374.96 ; p<0.001).

En ce qui concerne I’analyse de Dunett, on constate que le lot 5 n’induise pas une

différence significative par rapport aux témoins.
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Figure 9: Taux du glucose plasmatique (g/l) chez le lot témoin et les lots stressés par

séparation (mzs, n=4).

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns: Tvsb.
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1-2-  Variation de la concentration du cholestérol et les triglycérides
plasmatiques en (g/l) chez le lot témoin et les lots traités

En ce qui concerne le métabolisme lipidique (Tableau 8, figure 10), il se caractérise chez
les ratons du lot 5, 30 et 1 par une élévation trés hautement significative du taux du
cholestérol comparable au témoin (f=196.08 ; p<0.001). En revanche, I’analyse de Dunett ne
montre pas d’effet significatif du taux du cholestérol dans le sang chez le lot 5 par rapport aux
témoins.

L’analyse de la variance a un seul critére de classification (ANOVA) a montré une
différence_trés hautement significative du taux des triglycéerides sanguin chez les ratons 5, 30
et 1(=23.08 ; p<0.001). Par contre, cette différence n’a pas été constatée chez les ratons 5 et

30 par le test statistique de Dunett.
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Figure 10: Variation des teneurs en cholestérol et en triglycérides sanguins en (g/l) chez le lot

témoin et les lots traités (mzs, n=4).

Chol : p<0,001=***: T vs 30, 1. ns:Tvsb.

Trig ; p<0,001=***:T vs 1. ns: T vs5, 30.
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2°" PARTIE

1- Effet de la séparation maternelle sur le comportement d’exploration évalué

dans le test de I’open-field

D’apreés ces résultats au dessus, on constate une différence entre les moyennes des quatre
lots (5, 30, 1 et T) pour les parametres : temps dans la périphérie, temps dans la le centre,
temps de redressement, nombre de défécation. En revanche, nous n’avons pas constaté de
différence significative entre les moyennes des quatre lots (5, 30, 1 et T) pour le paramétre :
nombre de miction (urines). (Tableau 9)

L’analyse de la variance a un seul critére de classification (ANOVA) et de Dunett de ces
résultats a révélé que, le stress de séparation (5mn, 30mn, 1h) entraine une augmentation tres
hautement significative (p<0.001) pour le paramétre : temps dans la périphérie chez le lot 1,
mais nous n’avons pas enregistré de différence significative chez les lots 5 et 30. (Figure 11)
En revanche, une diminution trés hautement significative (p<0.001) pour les 3 parametres :
temps dans le centre, temps de redressement et nombre de défécation chez le lot 1 par rapport
au témoin, mais il n’existe pas une différence significative chez les lots 5 et 30. (Figure 12)
Par contre nous n’avons pas enregistré de différence significative pour le parametre : nombre
de miction (urines) chez tous les lots traités.

Tableau 09: Paramétres comportementaux des lots témoin et traités enregistrés on openfield
(mzs, n=4)

Temps dans la L
périphérie (s) | 41,66 + 4,311 38,01 £8,967™ |46 ,47 +4,239 ™ | 105,78+6,466

Temps dans le "
centre () 2,43 + 0,561 2,27+0,494™ 2,11 + 0,333™ }0,53+£0,031

redressements | 1,18 + 0,015 1,11+0,012™ [ 1,06+0,014™ §0,71+0,017
(s)
défécations || 4,73+ 0,672 443 +0577™ |4,31+0,565" |0,37+0,112

Nombre de
miction(urines) ]/ 0,25 + 0,064 0,24 +0,031™ J10,25+0,051 "™ 0,25 + 0,005™

Effet du stress de séparation (Mére-progéniture) sur les capacités adaptatives et comportementales chez le rat Wistar Page 32




P
=
RESULTATS =i

120 +
100 -
80 -

60 -

*k*
40 -
20 -
0
T 5 30 1

LOTS

Temps dans la périphérie(s)

Figure 11: Temps passé dans la périphérie (s) des lots témoin et traités enregistré-t-on test

d’openfield (mzs, n=4).

p<0,001=***:T vs 1. ns:Tvsb5, 30.

LOTS

H Temps dans le centre (s) H Temps de redressements (s)

i Nombre de défécations

Figure 12: Temps (s) : passé dans le centre, de redressement et le nombre de défécation des
lots témoin et traités enregistré-t-on test d’openfield (mzs, n=4).

p<0,001=***: T vs 1. ns: T vs5, 30.
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2- Effet de la séparation maternelle sur le comportement d’anxiété

évalué dans le test du labyrinthe en croix surélevé (plus maze)

D’apres ces résultats (Tableau 10, figures 13/14/15/16), on constate une différence entre
les moyennes des quatre lots (5, 30, 1 et T) pour tous les paramétres qui nous allons traités.
Les tests statistiques ANOVA et Dunett a montré que le traitement de séparation (5mn,
30mn, 1h) entraine une augmentation trés hautement significative (p<0.001) pour les
parametres : nombre d’entrées dans les BO et BF, temps dans le centre, temps dans BO, le
nombre de défécation et le nombre de miction (urines) chez les 2 lots 30 et 1 comparable au
témoin, mais il n’existe pas une différence significative chez le lot 5.

En revanche, une diminution trés hautement significative (p<0.001) pour les 3
parameétres : temps dans BF, temps de redressement(s) et le nombre de redressement pour le
lot 30 et le lotl, par contre, cette différence n’a pas été constatée chez le lot 5 par rapport au

témoin.

3- [Effet de la séparation maternelle sur le comportement d’appétence

évalué dans le test de la consommation d’eau sucrée

On a mesuré, chez les rats des lots traités et le lot témoin la consommation d’eau sucrée
et la consommation de 1’eau potable sans rajout (ml) a 1’dge adulte. (Tableau 11, figure 17)
Les rats 1 ont eu un comportement tellement différent des autres qu’il n’a pas été pris en
compte dans les résultats.

L’analyse de variance a un facteur et I’analyse de Dunett montre que les rats de lot 1
ayant regu de 1’eau sucrée ont bu une quantité trés hautement significativement supérieure de
liquide que leurs témoins respectifs ayant recu une quantité tres hautement significativement
inférieurs de 1’eau potable sans rajout (p<0.001).

Par contre, cette différence n’a pas ¢té constatée chez les rats5 et 30 par rapport au

témoin.

e —
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Figure 13: Nombre d’entrées dans les BO et BF des lots témoin et traités enregistré

dans le test du labyrinthe en croix surélevé (mzs, n=4).
p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsbh.
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Figure 14: Temps (s) : passé dans le centre, passé dans les BF et BO des lots témoin
et traités enregistré dans le test du labyrinthe en croix surélevé (mzs, n=4).
p<0,001=***:T vs 30, 1. ns: Tvsb.
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Figure 15: Temps de redressement(s) et le nombre de redressement des lots témoin et

traités enregistré dans le test du labyrinthe en croix surélevé (mzs, n=4).

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsb5.
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Figure 16: Nombre de défécation et le nombre de miction (urines) des lots témoin et
traités enregistré dans le test du labyrinthe en croix surélevé (mzs, n=4).
p<0,001=***: T vs 30, 1. ns:Tvsb5.
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Figure 17 : Quantités d’eaux sucrées consommeées suite au stress de séparation dans le test de

la consommation d’eau sucrée (ml) (n=4, mzs).

p<0,001=***:T vs 1. ns: Tvsb, 30.
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Figure 18 : Taux des globules blancs et des lymphocytes des lots témoin et traités
(10%/ul) (n=4, ms).
p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsb.
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4- Effet de la séparation maternelle sur les parametres immunitaires

Nous avons constaté une diminution tres hautement significative du taux des globules
blanc, les lymphocytes, les monocytes et méme les plaquettes (p<0,001) chez les lots 30 et 1
par rapport au témoin (I’analyse de la variance a un critere de classification), par contre, cette
différence n’a pas été constatée chez les rats 5 par rapport au témoin.

(Tableau 12, figure 18/19/20)

Tableau 12 : Paramétres immunitaires des lots témoin et traités (mzs, n=4)

GB 10*/ul 7 585 + 2,62 7 132 + 1,42 5 555 + 1,02%** 2 68 + 1,59***

Lymph 10%m1 [ 6,171 +2,48 5987 +0,48™ | 5,041 £1,08%* | 4,081 £ 1,02%**

Mono 10°/ul 0,078 £ 0,02 0,073+0,01™ 0,052 + 0,01*** J 0,037+0,009***
PLQ 10%pl 771,3+101,41 | 721,5+98,11™ | 654,3+91,25*** | 564,1+100,2***

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsb.
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Figure 19 : Taux des monocytes des lots témoin et traités (10%/ul) (n=4, m+s).

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsb5.
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Figure 20 : Taux des plaguettes des lots témoin et traités (10°/ul) (n=4, ms).

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns: Tvsb.
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A travers cet apercu des données de la littérature, on entrevoit la notion de vulnérabilité a
des troubles comportementaux créée par des stress précoces, comme une longue séparation
meére/nouveau-né chez 1’animal. Ces derniers mod¢les engendrent des perturbations telles
qu’une augmentation de I’anxiété et de la dépendance aux psychostimulants. Les analyses
neurobiologiques effectuées chez 1’animal adulte montrent que de nombreux systémes
neuronaux (hormones du stress, dopamine, noradrenaline, GABA, peptides) de certaines
structures du systéeme limbique sont perturbés (Kalinichev et al ., 2001 ; Caldji et al ., 2000 ;
Meaney et al ., 2002) . Des études sur I’impact d’un stress précoce sur le développement
cérebral devraient permettre de mieux comprendre I’incidence de ce type de stress sur le
comportement mental pathologique, sans négliger I’importance de facteurs déclenchants
susceptibles de faire basculer I’individu de la vulnérabilité a la pathologie (Figure 21). La
mise en place de modéles prenant en compte ces facteurs permettrait d’accéder a une
meilleure connaissance des intrications entre vulnérabilité, facteurs déclenchants et
pathologie, contribuant ainsi a une meilleure prévention/prédiction des troubles mentaux et, a

plus long terme, a une mise en place de stratégies thérapeutiques alternatives. (Daugé, 2003)

Facteurs génétiques Facteurs déclenchants Stress

Substances
Psycho actives...

VULNERABILITE — MALADIES

/ PSYCHTATRIQUES

Facteurs environnementaux Prévention/Prédiction Traitement

Relations mére/nouveau-né..

Figure 21 : Différents facteurs génétiques et environnementaux sont a 1’origine d’une

vulnérabilité aux troubles mentaux. (Daugé, 2003)
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Le concept de vulnérabilité appliquée a la pathologie mentale implique I’intervention de
facteurs génétiques et/ou environnementaux. C’est ainsi que, chez 1’animal comme chez
I’homme, 1’exposition périnatale, c’est-a-dire pré- ou post-natale, a un environnement
stressant peut créer une fragilisation a long terme et favoriser 1’émergence de troubles du
comportement (Russak et Schwartz, 1997). Il tient également une part importante dans
I’apparition des troubles alimentaires (Rojo et al., 2006).

Chez I’homme, des perturbations relationnelles importantes entre la meére et le nouveau-né
(longue séparation non compensée dés les premiers jours de la vie, manque de soins, affect
négatif de la meére...) augmentent le risque de survenue de maladies graves telles que des
psychoses, des troubles comportementaux ou anxieux, des syndromes dépressifs ou encore
des conduites addictives (Bifulco et al., 1992) . C’est I’importance fondamentale, dans toutes
les especes, des liens entre la mére et le nouveau-né dans le développement harmonieux de ce
dernier qui sous-tend la pertinence des modeles animaux de séparation mere/nouveau-né qui
sont actuellement développés. Cette séparation constitue un stress précoce qui, parce qu’il
survient pendant une période de développement neuronal intense, est susceptible d’engendrer
un fonctionnement cérébral anormal de fagon durable. Ces modéles sont donc étudiés pour
tenter de décrire les conséquences neurobiologiques et comportementales néfastes de ce stress

précoce sur le développement des petits (Expertise collective, 2002).

Le systeme limbique (Figure 22) est la partie du systéme nerveux central qui se situe a la
base du cerveau, il comprend la région septale, le fornix, I'hnippocampe, le complexe
amygdalien et les cortex insulaire et fronto-orbitaire postérieur. 1l contrdle le comportement,
les émotions, la motivation. Il intervient également dans la régulation de conditions internes
de I'organisme tel que la température corporelle, la sensation de faim et de soif, I’équilibre
osmotique. C’est une zone de perception des stimuli externes qui joue un role dans le
déclenchement des réactions en stimulant I’hypothalamus auquel il est li¢ par un ensemble de

neurones. (Antonijevic et al ., 2000 ; Husum et al ., 2002 ; Murakami et al., 2005).
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Figure 22 : Représentation du systéme limbique : cortex limbique et structures sous-
corticales (amygdale, bulbe olfactif, hippocampe, septum, corps mamillaire...).
(Murakami et al., 2005)

Le systeme limbique régule I’hypothalamus (Figure 23), qui assure le lien entre le
systeme nerveux et le systeme hormonal, et il joue un réle primordial dans les fonctions
végétatives et endocrines de 1’organisme ainsi que dans les comportements émotionnel et
alimentaire. Il intervient dans le maintien de 1’homéostasie hormonale et dans les réponses
adaptatives du systeme endocrinien face aux situations de stress (Jessop et al., 1997 ;
Slominski et al ., 2001) . Sous I’effet du stress, I’hypothalamus est stimulé au niveau du
noyau paraventriculaire (PVN) dont les neurones disposent des propriétés neurosécrétoires.
Certains de ces neurones sont en connexion avec I’éminence médiane de 1’hypothalamus.
Sous I’effet du stress, le corticotropin-releasing factor (CRF) est libéré dans I’éminence
médiane. La sécrétion de CRF s’accompagne de la production d’un autre neuropeptide
hypothalamique : arginine vasopressine (AVP), principal cofacteur qui a une action
synergique du CRF. L’ocytocine est également secrétée a ce niveau avec une action
inhibitrice. Ces deux substances permettent une action modulatrice de la seécrétion de

I’hormone adrénocorticotrope (ACTH) par I’hypophyse (Middlekauff et al ., 2002).

L’hypophyse est une glande endocrine de petite taille, pesant moins de un g, I'hypophyse
est située a la base du créne dans une loge appelée "selle turcique”, en rapport anatomique

direct avec le chiasma optique. Elle est attachée au cerveau (diencéphale) par la tige pituitaire.
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On distingue trois zones, ou lobes, dans I'nypophyse : L'antéhypophyse (adénohypophyse)

située en avant ; la post-hypophyse (neuro-hypophyse) située en arriere et le lobe

intermédiaire. L'antéhypophyse sécréte un certain nombre d’hormones parmi elles, I’ACTH.

Le CRF stimule la sécrétion d’ACTH au niveau de I’hypophyse antérieure par le biais du

systeme porte hypothalamo-hypophysaire. En effet, a ce niveau il active la production d’une

prohormone : proopiomélanocorticotropine (POMC), qui se clive ensuite en ACTH et en

hormone mélanostimulante (MSH). L’ACTH agit au niveau du cortex surrénalien en

stimulant la production et la sécrétion des corticostéroides. (Antonijevicet al ., 2000 ;
Husumet al ., 2002 ; Murakami et al., 2005).

Novau paraventriculalre

commissute
antérieure

Noyau hypothalamique
Ia%

f\‘uya lerieut
Iypothalamigue
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antérieure

Noyau dorsal hypothalamique

Noyau dotso médil
hypothalamique
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ventromedial
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postérieure

Figure 23 : Stress et noyaux hypothalamiques, hypophyse. (Murakami et al., 2005)
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L’axe hypothalamo-hypophyso surrénalien du stress (HHS) est activé chez tous les
animaux lors d’une exposition au stress. Une libération accrue de CRF hypothalamique en
résulte tout d’abord, suivie par celle d’ACTH hypophysaire et de corticostérone a partir des
glandes surrénales. La corticostérone exerce alors un rétrocontrole négatif sur 1’hippocampe,
I’hypothalamus et I’hypophyse, situation observée chez les rats non séparés. L’ hippocampe
exercerait un effet inhibiteur sur la synthése de CRF par I’hypothalamus, dont les mécanismes
restent a déterminer. Le rétrocontréle négatif de la corticostérone est augmenteé chez les rats
séparés pendant 15 min. Les sécrétions diminuées d’ACTH et de corticostérone a la suite d’un
stress seraient liées a une augmentation des récepteurs des glucocorticoides dans
I’hippocampe. Le rétrocontrole négatif de la corticostérone est diminué chez les rats séparés
pendant 3 h au moins. Les réponses accrues en ACTH et en corticostérone apres un stress
seraient liées a une diminution des récepteurs des glucocorticoides dans I’hippocampe et a une
augmentation de la quantit¢ d’ARNm du CRF dans I’hypothalamus. (Kalinichev et al .,
2001 ; Caldji et al ., 2000 ; Huot et al ., 2001)
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Figure 24 : Modifications de I’efficacité du rétrocontrdle négatif exercé par la
corticostérone sur I’hippocampe de rats séparés, des le lendemain de la naissance, 15 min ou 3

h par jour pendant 14 jours. (Daugé, 2003)

Aprés avoir analysé les données concernant le poids chez les juvéniles, les rats des quatre
groupes d’animaux ont été pesés chaque jour pendant 12 jours (entre le J3- J14). Nous
obtenons, une diminution trés hautement significative du poids des rats 30 et 1 par rapport au
groupe contréle (30, 1 : 15,33+0,577 ; 11,660,577 vs T : 20,66 + 0,577), ce qui est en accord
avec la litterature (Mcintosh et al., 1999 ; Lamouraux, 2001). Ce poids diminué serait d0 a
une diminution de ’hormone de croissance circulante (Meaney et al., 1993), et/ou a la
différence de disponibilité du lait maternel (Valee et al., 1996), toutes deux conséquences de

la séparation maternelle.
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certaines études mettent en évidence une diminution plus faible du poids suite a un stress
répété ou chronique (Pecoraro et al., 2004 ; Teegarden et Bale, 2008 ; Legendre et Harris,
2006 ; Kyrou et Tsigos, 2009).

Les résultats obtenus dans 1a1*® partie (chez les juvéniles) montrent que le métabolisme
glucidique est perturbé chez les animaux séparés pendant 30 minutes et une heure et ceci est
reflété par une augmentation trés hautement significative de la concentration en glucose dans
le sang par rapport a celui des témoins (30, 1: 1.50 + 0.02 ; 1,61+0,005 vs T : 0,91 £ 0,051).
En ce qui concerne le métabolisme lipidique, il se caractérise chez les rats traités (30 et 1) par
une augmentation trés hautement significative de la concentration en cholestérol (30, 1 : 2,60
+ 0,104 ; 3,05+ 0,04 vs T : 1,81 £ 0,086) et en triglycérides chez les rats du lot 1 par rapport
aux témoins (1 : 2,13+0,028 vs T : 1,38+ 0,104).

La stimulation électrique de I’hypothalamus ventromédian entraine une hyperglycémie
avec diminution des réserves hépatiques en glycogéne (Shi et al., 2005). Nonogaki (2000) : a
montré que ces modifications métaboliques sont liées a I’activation du systeme nerveux
sympathique (libération de la noradrénaline par les terminaisons nerveuses, et I’adrénaline par
la médullosurrénale). En effet, I’activation du systeme nerveux sympathique dans diverses
conditions de stress ou au cours d’un exercice physique intense provoque une stimulation de
la sécrétion de glucagon et I’apparition d’une hyperglycémie (Calender, 2010). Yamada et
al., (1993) : en travaillant sur des rats intacts et d’autres dépourvus de médullosurrénale, on
constate que lors de [I’application d’un stress de contention, lI’augmentation de la
concentration plasmatique de glucose est nettement moins importante chez le dernier groupe
de rats. Ceci démontre I’importance de la présence de I’adrénaline dans le développement de
I’hyperglycémie et la sécrétion des hormones pancréatiques. (Marchand et Letarte, 2004)

Dans quelques procédures de stress, telles que l'effort chirurgical ou de contrainte,
l'augmentation de glucose est particulierement connexe aux taux des corticostéroides en
raison de l'activation de I’axe HHS et de la réaction de systéme nerveux sympathique au stress
(Sapolsky et al., 2000; Vallee et al., 1996). Le stress est également connu pour
I’augmentation relative du sucre sanguin di au secrétions des corticostéroides (Kioukia et al.,
2002). (Figure 25)
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Figure 25 : la physiologie du stress au niveau de 1’axe Hypothalamo-hypophyso-
Surrénalien. (Calender, 2010)

En ce que concernent les lipides, qui jouent un role essentiel et une modification des taux
lipidiques dans le sang ou les tissus peuvent se révéler extrémement dommageable pour
I'organisme.

Les agents stressants sont multiples et variables, mais ils ménent tous a un sentiment
d’insécurité, de peur. La réaction du cerveau est de préparer le corps a une situation critique
pour faire face aux dangers (Calender, 2010). L’hyper activation de 1’axe corticotrope
s’accompagne d’une hypersécrétion de cortisol. En effet, le cortisol est responsable d'une
augmentation de la dégradation des protéines: pour produire des substrats énergétiques,
I'organisme ne puise plus seulement dans ses réserves, il attaque ses propres structures. Par
ailleurs, cette production de composants énergetiques se traduit par une augmentation du
glucose, des triglycérides et du cholestérol sanguin (Zudaire et al., 2003), donc une hyper
utilisation de cholestérol comme substance meére de synthése des glucocorticoides ce qui
conduit a un épuisement de son taux plasmatique par sa redirection pour la synthése des
hormones dérivées ou par I’utilisation de I'acétyle coenzyme A a la synthése d'autres substrats

que le cholestérol. (Stocco and Clark, 1996; Galman et al ., 2002). Il a été rapporté que les
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taux du cholestérol sont utilisés comme des marqueurs sanguins dans la dépression et dans
I’anxiété (Rafter, 2001 ; Scanlon et al ., 2001 ; Terao et al ., 2000).

Une relation entre le cholestérol, les triglycerides et les agressions dans la population
humaine a été mise en évidence (Fowkes et al., 1992). L’augmentation des triglycérides est
un indicateur d’un syndrome métabolique (Sarwar et al ., 2007). lls présentent donc une forte
relation avec la dépression (Cornel et al ., 2011). Le profil biochimique de la dépression est
souvent caractérise par une élévation des taux sanguins des triglycérides.
L’hypertriglyceridemie est considérée comme cause métabolique de la dépression, il a aussi
¢t¢ démontré dans des essais cliniques contréles qu’une diminution des triglycérides
améliorait les symptémes de la dépression. (Balon, 2000 ; Huang et al ., 2003 ; Vevera et al
., 2003)

Les animaux devenus adultes dans la 2°™ partie montrent une réaction comportementale
exacerbée face a différents stress, ainsi qu’une anxiété et une peur accrues face a différents
environnements nouveaux. Ils développent une augmentation de réponse de ’axe HHPS au
stress. Il consiste a placer un animal dans un environnement nouveau et clos, brillamment
éclairé et a mesurer la fréquence de défécation. L’animal est devant un conflit entre sa peur
d’un espace ouvert et 1’activité exploratoire. D’autres mesures comportementales se sont peu
a peu ajoutées : mesure de 1’activité locomotrice, localisation, ... (Stanford, 2007).

Les résultats obtenus dans Open-field montrent chez les rats de lot 1 qu’une augmentation
tres hautement significative pour le paramétre : temps dans la périphérie (1 : 105,78+6,466 vs
T: 41,66 = 4,311). Par contre, une diminution trés hautement significative pour les
parameétres : temps dans le centre, temps de redressement et nombre de défécation par rapport
aux rats controles (1 : 0,53+ 0,031; 0,71 + 0,017; 0,37 £0,112vs T: 2,43 + 0,561 ; 1,18 +
0,015; 4,73 £ 0,672).

Le test en open-field a également été utilisé pour mesurer les réponses de peur des
animaux domestiques (ovins :Romeyer et Bouissou, 1992 ; porcs : Andersen et al., 2000b).
Chez le porc, Andersen et al., (2000b) :comparent les relations entre les réponses de peur des
animaux soumis a quatre tests de nouveauté différents dont 1’open-field. 1ls observent une
relation négative entre 1’activité et la peur de la nouveauté, facteurs tous deux mesurés par ce
test. La fréquence de défécation n’apparait pas comme un indicateur de peur dans cette espece
contrairement aux ovins ou aux chevaux (Romeyer et Bouissou, 1992 ; Viérin et Bouissou,
2001).
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En revanche, une augmentation des concentrations plasmatiques de corticostérone et
d’ACTH suite a I’exposition aux stresseurs (Kalvez ,2010) ces résultats concordent avec ceux
publiés dans de nombreuses études sur la separation de courte durée (Dal-Zotto et al., 2000;
Kelliher et al., 2000; Harris et al., 2002b; Retana-Marquez et al., 2003). De plus, le stress
de séparation Smn et 30 mn ne modifie pas le niveau d’anxiété mesuré lors du test de I’open
field (Dal Zotto et al., 2000; Kelliher et al., 2000). Ces résultats indiquent que ce modele ne
peut étre validé et qu’il n’induit pas de réponse de stress aussi intense que dans la littérature.
En effet, le stress de séparation une heure appliqué de maniére aigué ou répétées sont
habituellement considérées comme tres intense et engendre une augmentation de la
concentration plasmatique de corticostérone (Ramos et al., 1997; Bhatnagar et al., 2006;
Marini et al., 2006) et une augmentation des comportements indiquant un niveau d’anxiété
¢levé au sein de 1’open field (Regenthal et al ., 2009) . Et donc une réduction du nombre de
cases traversées dans 1’open field, indique une diminution de I’activité motrice caractéristique
d’un niveau d’anxiété plus élevé chez ces animaux (Prut & Belzung, 2003 ; Marini et al.,
2006; Kinn et al., 2008 ; Kalvez, 2010 ; Careau et al., 2012).

D’aprés notre résultats dans le test de plus maze , on constate une différence entre les
moyennes des quatre lots (5, 30, 1 et T) pour tous les parameétres qui nous allons traités,
exprimés par une augmentation trés hautement significative pour les parametres : nombre
d’entrées dans les BO(30,1:4,08 +0,98;6,37 £1,39vs T:1,17 +0,23) et BF (30, 1: 14,17
+1,28; 16,46 + 258 vs T: 11,07 + 0,76), temps dans le centre (30, 1: 96,37+£12,98 ;
141,95+16,11 vs T : 64,21+13,11), temps dans BO (30, 1: 23,17 + 6, 15; 41,88 + 8,19 vs T :
15,47 + 3,98), le nombre de défécation (30, 1:2,80 £ 0,09 ; 4,00 + 0,16 vs T : 0,5+0,07) et le
nombre de miction (urines) (30, 1: 3,23 +0,44; 6,33 £ 1,53 vs T : 1,25+0,05) chez les lots
30 et 1 comparable au témoin, mais il n’existe pas une différence significative chez le lot 5.

En revanche, une diminution trés hautement significative pour les paramétres : temps
dans BF (30, 1: 188,39+18,06; 117,15+ 7,93 vs T: 221,37+18,29), temps de
redressement(s) (30, 1: 0,06 + 0,01; 0,04 + 0,01 vs T: 0,09+0,02) et le nombre de
redressement (30, 1: 5,25 £0,61; 3,5+ 0,38 vs T: 7,25£1,5) pour le lot 30 et le lotl, par
contre, cette différence n’a pas été constatée chez le lot 5 par rapport au témoin.

Le test de la croix surélevé est depuis une quinzaine d’années un des tests le plus utilisé
pour mesurer la peur chez les rongeurs. Il est basé sur 1’étude du comportement spontané de

I’animal ce qui lui confére une grande validité éthologique (Darwish et al., 2001).
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Des analyses factorielles permettent I’interprétation des données en terme
d’anxiété,d’exploration et de locomotion, facteurs qui ne sont pas corrélés entre eux (Pellow
et al., 1985). Pour interpréter les comportements en terme de peur ou d’absence depeur,
plusieurs auteurs utilisent des substances anxiolytiques et anxiogenes. lls observent,dans le
premier cas, une augmentation du pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes
ainsi que du nombre d’entrée dans ces branches et, dans le second cas, I’effet inverse(Lister,
1987 ; Rodgers et al., 2010). De plus, Pellow et al., (1985) : rapportent que leconfinement
d’un rongeur dans les parties ouvertes du dispositif est associé a descomportements reliés a la
peur et le taux de corticostérone plasmatique est supérieur a celuid’animaux confinés dans les
parties fermées. Ni la nouveauté du test ni D’éclairement nesemblent modifier le

comportement des animaux dans ce test (Becker et Grecksch, 1996).

Des travaux récents suggerent que ce test puisse étre utilis€ pour mesurer I’anxiété
d’autres animaux comme le porc (Pellow et al ., 1985 ; Treit et al ., 1993). Andersen et al.,
(2000a) : examinent I’effet du diazépam (anxiolytique) sur le comportement des porcs dans
un dispositif en croix surélevé modifié. Ils observent que les animaux traités entrent plus
souvent dans les branches ouvertes et y restent plus longtemps que des animaux non traités
(Nic Dhonnchadha et al ., 2003) . Ces variables peuvent donc étre interprétées comme des
mesures d’anxiété chez les porcs. De plus, Andersen et al., (2000b): montrent que
I’évitement des branches ouvertes représente une mesure exclusive de la peur de la nouveauté
et que le nombre d’entrée dans les branches fermées est une mesure exclusive de ’activité
(Cohen et al., 2006). Ainsi que, le stress de la séparation entrainent une inhibition de la prise
alimentaire induite par une augmentation du rassasiement ainsi qu’une augmentation du
toilettage et de défécation (LIobera, 2002). les rats séparés une heure du temps se présentent
dans le centre, donc une augmentation significative du temps de latence ce qui explique un

¢tat d’épuisement des rats (Xu et al ., 2009).

Les rats de lot 1 ayant regu de 1’eau sucrée ont bu une quantité supérieure est reflété par
une différence trés hautement significative de liquide que leurs témoins (1 : 453,43+31,76 vs
T : 194,54+51,58) respectifs ayant recu une quantité inférieur est reflété par une différence
tres hautement significative de 1’eau potable (1 : 151,92422,93 vs T : 274,54+46,72).
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L’eau sucrée étant appétissante pour les rongeurs, la mesure de sa consommation permet
d’évaluer 1’¢état hédonique/ anhédonique des animaux. La consommation d’eau sucrée des rats
séparés est augmentée, particulierement lorsque les rats ont subi un stress supplémentaire
d’isolement. Cette consommation d’eau sucrée par ces rats retourne a la normale apres
injection d’antidepresseur. Les rats nouveau-nés séparés présentent donc, a I’age adulte, une
hypersensiblité aux effets de récompense (eau sucrée). (Roques et al ., 1993; Daugeé, 2003 ;
Lamouraux, 2001)

La plus grande sensibilité des rats séparés aux effets de récompense pourrait s’expliquer
par un hypofonctionnement du systéme opioidergique endogéne (diminution de synthése ou
de libération des opiacés...) (Dauge et al., 1989 ; Dauge et al., 1992). Contrairement a ce qui
se passe chez les rats non séparés, incapable d’augmenter la consommation d’eau sucrée chez
les rats séparés. Enfin, le niveau de base des enképhalines libérées dans le noyau accumbens
est diminué chez les rats separés par rapport aux animaux non séparés. (Crawley et Corwin
,1994)

Ce modele de séparation mere/nouveau-né met donc non seulement en évidence
I’importance des neuropeptides que sont les opioides et la CCK dans les relations s’établissant
entre mere et nouveau-né, mais également le fait qu’une perturbation de ces relations conduit
a un dysfonctionnement des systémes opioidergique et cholécystokininergique. Le systeme
opioidergique endogéne mésolimbique serait hypoactif a 1’état basal et le systéme
CCKergique serait hyperactivé lors de situations stressantes. (Crawley et Corwin ,1994 ;
Weller et Dubson, 1998)

Dans nos résultats concernant les parametres immunitaires, nous avons constaté que le
stress de séparation provoque une diminution trés hautement significative du taux des
globules blanc (30, 1: 5,555+ 1,02 ;2,68 £ 1,59 vs T : 7,585 + 2,62), les lymphocytes (30, 1 :
5041 + 1,08; 4,081 £ 1,02 vs T: 6,171 £ 2,48), les monocytes (30, 1: 0,052 = 0,01;
0,037+0,009 vs T : 0,078 = 0,02) et méme les plaquettes (30, 1 : 654,3+91,25 ; 564,1+100,2
vs T:771,3+101,41) chez les lots 30 et 1 par rapport au témoin.

Le systeme immunitaire, ensemble de leucocytes et de cellules accessoires assurant la
défense de I’organisme contre les microorganismes, a longtemps été considéré comme un
systéeme autonome. (Louvart et al., 2005). Il fonctionne en réalité en interaction permanente

avec le systéme nerveux central.
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Les variations immunitaires appréciées a travers le taux de lymphocytes indiquent
clairement un ensemble de pistes qui integrent la place du systeme immunitaire dans la boucle
de controle de I’homéostasie. Trois grands systémes d’intégration permettant a 1’organisme
des vertébrés de fonctionner de fagon adaptée a 1’environnement extérieur et ils assurent
¢galement 1’intégration des signaux et I’homéostasie a I’intérieur de I’organisme. Ce sont les
systemes nerveux (SN), endocrinien (SE) et immunitaire (SI). Le premier utilise une
transmission de signaux du type électriques et utilise des neuromédiateurs ; le second utilise
des molécules signal " hormones " qui circulent et transmettent des signaux spécifiques a
distance ; le troisieme transmet des messages grace a des cellules qui circulent dans
I’organisme et produisent localement des molécules actives ou " cytokines " et des anticorps.

Des interactions fonctionnelles entre SN, SE et Sl sont possibles grace a la présence de
médiateurs et de récepteurs communs (ex : IL-1 est un puissant modulateur du systeme
immunitaire mais aussi des deux autres systemes et elle met en jeu des boucles de régulation
successives. (Strekalova et al., 2004 ; Sari et al., 2006 ; Roberts et al., 2007).

Des travaux menés depuis déja une décennie ont démontré que le role de I'TL2 est
généralement diminué en cas de stress. Cette derniére joue un réle important dans la
régulation du systétme immunitaire en assurant la stimulation générale de I'immunité
cellulaire, activant les cellules lymphocytaires et macrophagiques en permettant la
différenciation des lymphocytes T en lymphocytes NK dont le nombre pourra donc étre aussi
diminué. (Abraham, 1991). Le stress par rotation stimule la synthése de ’ARNm de I'TL-2
dans les lymphocytes alors qu’elle sera inhibée de 30% lors d’un stress par immobilisation
chez le rat (Korneva et al., 2000). Et de 60% lors d’un stress de séparation chronique (R0jo
et al., 2006).

Ainsi il apparait que le stress de séparation mere progéniture, stress considéré comme
cognitif entraine une perturbation comportementale a la jonction de 1’anxiété et stimule ou
inhibe le systéme immunitaire (Gregus et al., 2005; Swiergiel et al ., 2007).

Les valeurs obtenues pour les globules blancs chez les animaux séparés sont
significativement plus faibles que ceux du témoin chez les lots 30 et 1, et aussi une diminution
des taux de monocytes qui est enregistré chez les deux lots, par contre le lot 5mn nous
n’avons enregistré aucune différence significative (5 : 0,073 £ 0,01 vs T : 0,078 £ 0,02). Donc
selon le temps de séparation, le stress soit accroit ou affaiblit le systeme immunitaire (Husum
etal., 2002 ; Barreto et al., 2007).
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Figure 26: Principales actions du stress sur I’axe neuro-endocrine, le systeme immunitaire

et inflammatoire et sa régulation. (Konstantinos et al., 2001).

—
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La qualité des relations entre un individu et sa mere pendant les premiers jours de vie est

fondamentale pour son développement et son équilibre a 1’age adulte.

Nous avons entrepris I’analyse métabolique de rats juvéniles et 1’analyse comportementale de
rats adultes du modéle de séparation mére/nouveau-né ou les rats nouveau-nés sont séparés de
leur mére et isolés de leurs congéneres quotidiennement pendant cing minutes, trente minutes
et une heure de leur troisiéme a leur quatorzieme jour de vie, et de comparer les résultats a
ceux précédemment obtenus par rapport a les résultats antérieurs. Le but est de savoir a quel
moment apparaissent les troubles engendrés par la séparation maternelle précoce, et si ces

troubles éventuels se manifestent de la méme facon chez les juvéniles et chez les adultes.

Dans ce contexte, les résultats obtenus montrent que le stress de séparation chez les ratons et
les rats adultes Wistar induit une perturbation ainsi mis en évidence, chez les rats juvéniles
séparés par rapport aux non separes :

- Une diminution du poids corporel.

- Une perturbation sur les métabolites biochimique (glucose, cholestérol et triglycérides).

En ce que concernent les rats séparés par rapport aux non séparés a 1’age adultes, nous avons
ainsi pu mettre en évidence :

- Une inversion du rythme circadien, lors de la mesure de 1’activité motrice.

- Un état d’anhédonie, révélé dans le test de la consommation d’eau sucrée.

- Une perturbation au niveau des parametres immunitaires (une diminution des taux des :

globules blancs, lymphocytes, monocytes et méme les plaquettes).

La réalisation de ce mini projet et a partir de ces résultats il serait intéressent de fixe ces point

comme perspectives :

e L ¢largissement de la gamme des especes étudiés afin d’approfondir les résultats et pour
arriver a comprendre bien les interactions entre les espéces.

e Prolonger la durée de séparation (plus de 1 heure).

e Etude pharmacologiques, avec par exemple 1’utilisation de traitements antidépresseurs.

e Analyser le comportement des rats du modele dés le lendemain de la fin de la séparation.
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e Etude sur I’effet renforcant de la morphine dans le test de la préférence de place
conditionnée.

e Etude sur I’effet de la séparation sur le sexe féminin chez les especes rongeurs.

L’objectif global est d’étudier les facteurs de vulnérabilité pouvant conduire a 1’anxiété, la

dépression, et aux conduites de dépendance.

I —
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ANNEXES

ANNEXES

Tableau 6 : Variation des taux du poids corporel chez le lot témoin et les lots stressés par

séparation (mzs, n=8).

Tauxdupoids § 2066+ 0577 | 19,660,577 ™ || 15,33:0,577%%* | 11,66+0,577%+

corporel(g)

(mzs)

p<0,001=***: T vs 30, 1. ns:Tvsb5.

Tableau 7 : Variation des taux du glucose plasmatique chez le lot témoin et les lots stresses
par separation (mzs, n=4).

Tauxduglucose §1591 40051 [logs+0030™ |150+002" | 16120005
plasmique
(mzs, g /1)

p<0,001=***:T vs 30, 1. ns:Tvsb5.
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ANNEXES

Tableau 8 : Variation des teneurs en cholestérol et en triglycérides sanguins en (g/l) chez le
lot témoin et les lots traités (mxs, n=4).

Taux du cholestérol 1.81+0,086 111,87 +0,068"™ | 2,60 +0,104*** | 3,05 + 0,04***
plasmique
(mz£s,g/l)

Taux des triglycerides 111 35, 0104 01170280 [1,72+0035"° | 2,13+0,028%**
plasmique
(mzs, g /l)

chol : p<0,001=***: T vs 30, 1. ns: Tvsb.

trig : p<0,001=***:Tvs 1. ns: Tvsb5, 30.
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ANNEXES

Tableau 10 : Parametres comportementaux des lots témoin et traités enregistrés dans le test

du labyrinthe en croix surélevé (mzs, n=4)

Nombre " .
d’entré dans 1,17 +0,23 1,46 +0,25™ | 4,08 +0,98 6,37 £ 1,39

les bras

ouverts

Nombre
d’entré dans | 11,07+0,76 | 11,09+0,99™ || 14,17 +1,28" | 16,46 +2,58"
les bras
fermés
Temps passé
(s)
Temps passé
fermé (s)

Temps passé - .
dans les bras 15,47 +3,98 | 16,37 £4,09™ | 23,17 £ 6, 15 41,88+8,19

ouvert (s)

Temps de - -
redressement 0,09+0,02 0,08+0,01™ § 0,06 +0,01 0,04 + 0,01

(s)

Nombre de " L

redressement 7,25+1,5 702 £111™ | 5,225 +0,61 3,5+0,38

Nombre de . -
défécations 0,46+0,04™ | 2,80 +0,09 400 +0,16

Nombre de " L
miction 1,25+0,05 1,25+0,09™ | 3,23 +0,44 6,33+ 1,53
(urines)

Tout les parametres : p<0,001=***: T vs 30, 1. ns:Tvsb.
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ANNEXES

Tableau 11 : Quantités d’eaux sucrées consommées suite au stress de séparation dans le test

de 1’eau sucrée (ml) (M+s, n=4)

194,54+51,58 | 216,92+27,19™ || 231,15+38,52™ | 453,43+31,76
(ml)

Eau 274,54+46,72 | 263,46+38,80" | 264,37+37,5™ | 151,92+22,93"
potable

(ml)

Eau sucrée + Eau potable : p<0,001=***: T vs 1. ns: Tvs 5, 30.
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RESUME

RESUME

Chez I’homme, les facteurs génétiques et environnementaux influent sur la
susceptibilité a de nombreuses maladies. En particulier, la qualité des relations entre un enfant
et sa mére joue un réle important pour le développement harmonieux et 1’équilibre ultérieur
de cet individu. Des perturbations de ces relations peuvent conduire notamment a des
désordres psychiatriques graves. De plus en plus, des modeles expérimentaux animaux se
développent afin de connaitre les perturbations neurobiologiques qui sous-tendent une

vulnérabilité a ces troubles. La modélisation chez 1’animal reste cependant relative.

Le travail présenté dans cette these a été réalisé sur un modéle de séparation
meére/nouveau-né chez le rat a 1’age juvénile. Les rats sont séparés de leur mere et isolés de
leurs congénéres quotidiennement pendant 5 min, 30min et une heure de leur troisiéme a leur

quatorziéme jour de vie.

I s’agissait cette fois d’analyser le comportement de rats a 1’age juvenile et a 1’age
adulte. Une premiere partie présente le contexte général dans lequel s’inscrit le sujet, et
regroupe des données bibliographiques concernant les modeles de séparation mére/nouveau-

né.

La deuxieme partie présente les objectifs précis du travail. Elle sera suivie d’une
troisiéme partie décrivant le travail expérimental qui subdivisé en 2 sous partie : la 1% est une
étude sur le métabolite glucidique et lipidique des rats a 1’age juvénile apres décapitation,
mais la 2 *™ est une étude sur les différents tests comportementaux (I’open field, labyrinthe

en croix surélevé et la consommation d’eau sucrée) a 1’age adulte.

Puis les résultats obtenus seront discutés, compareés a ceux de la littérature.

Mots clés : stress de séparation, tests comportementaux, immunités, métabolisme glucidique

et lipidique, rat.
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