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PRÉAMBULE

La cotinine a été identifiée dès les années 1960 comme étant le principal

dérivé de la nicotine chez l’homme. Cependant, ses mécanismes d’action ont

dérouté bien des chercheurs et son rôle dans l’addiction tabagique n’a pas encore

été apprécié. On note surtout peu d’études sur la cotinine et les raisons de ce

désintéressement sont difficiles à comprendre, mais ne peuvent pas être attribués

à une absence d’activité puisque, au moins, son action hypotensive a été établie

dés sa découverte et confirmée par la suite. Certaines raisons ont probablement

contribué à ce désintéressement comme la difficulté de l’approche

pharmacologique de ses effets : aucun antagoniste n’est connu pour bloquer ses

actions. D’un côté, sa structure chimique très voisine de celle de la nicotine n’a

pas permis de proposer des mécanismes d’action spécifiques à la cotinine. De

l’autre côté, la dépendance à la nicotine est elle-même unique à plusieurs

égards. L’interaction de la nicotine avec le récepteur nicotinique à l’acétylcholine

(nAChRs) ne s’accompagne pas de la down régulation commune aux autres

classes de récepteurs mais d’une up régulation de l’activité de liaison. Il n’y a

aucune modification de l’expression des messagers des sous-unités composant le

récepteur et par conséquent aucune modification des taux ni aucune

internalisation de la protéine réceptrice. Au contraire, pour les autres modèles,

l’exposition à l’agoniste produit l’internalisation et la dégradation de la protéine

réceptrice. Aussi, dans les aides au sevrage, on utilise de préférence le substitut à
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fortes doses et ayant une longue demi-vie, cette approche ne s’applique pas pour

la nicotine…. Pour ces raisons, l’étude bibliographique de la présente thèse a été

conçue pour être une suite logique et enrichissante de l’étude bibliographique de

ma thèse d’université (Riah, 1996) où nous avons largement exposé le problème

du tabagisme et de ses approches thérapeutiques, de la nicotine et de ses

récepteurs nAChRs. N’ayant pas trouvé satisfaction dans le modèle de

l’interaction de la nicotine avec le nAChRs, nous avons présenté, dans cette étude

bibliographique et en s’inspirant des autres drogues d’addictions, des modèles

nouveaux de l’échelle moléculaires à l’échelle génétique, cellulaire et

comportementale pour trouver une uniformité entre toutes les dépendances. Enfin

pour proposer notre vue nouvelle et aider la compréhension de nos résultats

expérimentaux pour finalement porter un jugement objectif sur le pouvoir

d’addiction de l’interaction de la nicotine avec le système cotinine et ses

récepteurs de type p40’s. Ainsi, les traits de la dépendance tabagisme se

comparent forcément aux traits des autres dépendances où les neuromédiateurs

classiques (dopamine) ou nouveaux (NO) trouvent leur place.
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RÉSUMÉ

L’usage du tabac, de l’alcool, des opiacées et ou d’autres psychostimulants est une

addiction. Les mécanismes responsables de l’initiation et du maintien de l’addiction sont

également impliqués dans les déviations du comportement en général. Les mécanismes à la

base des prédispositions, le début et les raisons de l’évolution vers un état dépendant et les

raisons des rechutes font l’objet d’intenses investigations. Les effets toxiques de la nicotine et

les dérégulations homéostatiques qu’elle entraîne dépendent de la dose, du mode

d’administration, de la chronicité, du génome considéré et des interactions avec son principal

dérivé la cotinine, obtenu par l’addition d’un atome d’oxygène en position α  du noyau

pyrrolidine. Les conséquences de ce métabolisme ont été évaluées, dans l’étude présente, en

partant des structures chimiques de ces deux alcaloïdes jusqu’à l’isolement des mécanismes

biochimiques, neurochimiques, moléculaires et comportementaux de leurs actions. Nos travaux

permettent de proposer de nouveaux concepts dans l’espoir de différencier les susceptibilités et

de développer de nouvelles approches préventives et thérapeutiques.

Mots Clés.

Cancer, Tabagisme, Addictions, Xénobiotiques, Nicotine, Cotinine.

Organisme, Organe, Cellules, Récepteurs, Expression, Clone.

Pharmacocinétique, Pharmacodynamique, Actions, Interactions, Résistance.

Stress, Contexte, Récompense, Aversion, Psychomoteur, Douleur, Perception.

Neurotransmetteurs, Vasodilatation, Peroxydes, NO, O2.

Intégration, Cellule, Molécule, Géne, Évolution, Sensibilisation, Désensibilisation,

Homéostasie, Hédonisme, Psychosociale, Psychiatrie, Adaptation, Neurobiologie, Santé,

Systèmes d’Aides.
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صخلم
 ةلوؤسلما تايلاولاا نأ كلذ .ةردخلما تاطشنلا و نويفلأا و لوحكاك ،ىرخلأا نامدلإا عاونلأ لاثامم انامدإ ينخدتلا ربتعي
 و ةيئاذغلا تافارحنلااك ،ةماع ةفصب ةيكولسلا تافارحنلاا يف اضيأ ببسلا يه اهئاقبإ نع و عوضلخا ةلاح ةيادب نع
 -اهصاصتما دنع -لصت ذإ ،ةياغلل ةماس غبتلا ةقرول ينتوكينلا ةدامف ...اهنع علاقلإا دعب تاردخلما ىلإ ةهركلما ةدوعلا
.ةيتاذ تافيكت و ةماس تاريثأت ثدتح و ،اهلبقتست يتلا ءاضعلأا لك طشنت و ،هلمكأب مسلجا ىلإ و غامدلا ىلإ
 هقتشم عم هلعافت بسحب و ،هتيعون و هلوعفم ةجرد و هتدمو هتيفيك و ينخدتلا ةيمك بسحب تاريثأتلا هذه حوارتت و
 افلأ ةيعض و يف ينجسكولأا نم ةدحاو ةرد ةفاضإ نع جتنت ةدام وه و ،)Cotinine( يننيتوكلا وه يذلا ساسلأا
)α( نيديلوريبلا ةاون ىلإ )Pyrolidine(.

 )alcaloïdes( نيديولقلا نيذهل ةيواميكلا تاينبلا نم اقلاطنا تابلقتلا هذه بقاوع يموقت ،ةحورطلأا هذه يف ، تم دقل

 ةيبصعلا ةيواميكلا و )biochimiques( ةيواميكويبلا امهلاغتشا تايلاوإ زرف ىلإ لاوصوو
)neurochimiques( ةئيزلجا و )moléculaires( ةقلتخلما تايلاولإا هذه نم ققحتلا تم دق و .ةيكولسلا و، 
 امم ،ينخدتلا ىلع نامدلإا يف ببسلا ةباثبم )Azote NO( ون توزآ يداحلأا ديسكولأا تربتعأ ةلماكتم ةسارد لضفب
 ىلع موقت يتلا تايلاولإاف .نامدلإا عاونأ لك يف ببسلا اذه كرشت يتلا فارغويلبيبلا ثحبلا تايطعم عم قباطتي
 ثوحب طحم تناك ،ينخدتلا ىلإ ةدوعلا بابسأ ىلإ ةفاضلإاب ،هبابسأ و نامدلإا ةلاح ىلإ روطتلا ةيادب و ةيلباقلا اهسسأ
 دملأا ةليوط ةراشإ لسرت تانيتوربلا ستم يتلا تارييغتلا ضعب نأ ىلإ ريشت لاجلما اذه يف تاساردلا نأ كلذ ،ةفثكم
.ليوطلا ىدلما ىلع تارايهنلإا و تافعاضلما تايلاوإ يف ةببستلما يه ينجورتينلا و ينجسكلأل ةيلعافتلا فانصلأا ىلإ
: ةيلاتلا جئاتنلا ىلإ انثحب صلخي اذكهو
يننيتوكلا يف ممستلا مادعنإ
ةفرص ةيسفن ةيطيشنت ةيكرح
ينتوكينلا ىلع زكتري لا ةلديصلل ديدج ملع
يجراخ ينيتوكين ماظن ةطساوب غامدلا يف يويح رمم
يننيتوكلا ومنل يجرالخا و يلخادلا لكشلا
 لاعفلأا دودرل ةببسلما ةيرشبلا تانيتوربلا عم سناجتلما و )P40( يننيتوكلل لبقتسلما فاهرلإ ةداضلما ةكرلحا ةطاسو
.ةاونلا ومنل ةريثم ةطاسو يه و ةيباهتللإا
)Dopamine( ينمابودلا ريرتح يف رود

يننيتوكلا عرتج ةطساوب دسكؤم فاهرإ يف ببستلا
ةنرلما تابراقلما قايسل ةفعاضم
اهنع كاسملإا وأ يننيتوكلا ةدام لوانت يف قلقلل و ةيلاعفنلاا تلااحلل ةريبكلا ةمهاسلما



 و .يننيتوك ىلإ هلوتح للاخ نم ةرشابم ريغ و ةرشابم ةقيرطب لغتشب ينتوكينلا نأ ضارتفإب حمست جئاتنلا هذه لك نإ
 ىوتسم ليدعتل كلذ و ،)P40(لا ةطساوب غامدلل يزكرلما ىوتسلما ىلع اهلبقتسم ربع هذه يننيتوكلا ةدام لمعت
 و ةعمالجا تاباجتسلاا و ةفهللا و دسكؤلما قاهرلإا و ضيوعتلا و لوانتلا ىلع بقاوع نم هنع بترتي ام عم ،ينمابودلا
.ليوطلا ىدلما ىلع ةطبحلما
 ىلع نامدلإا مهفب حمست تاروصت و جهانمو ،ةلديصلا ملعل ةديدج فادهأ حارتقا نم نكتم انجئاتن نأ يه ةصلالخا و
 رييغت يف تامولعلما هذه فظوت نأ لمأن و .يكولسلا و يئزلجا و يبصعلا يواميكلا و يواميكويبلا ىوتسلما ىلع غبتلا
.ةيجلاع و ةيئاقو ةديدج تابراقم ريوطت يف و ،نامدلإا ةيلباق ىلإ رظنلا ةهجو



RÉSUMÉ

Le tabagisme est reconnu comme une dépendance comparable aux autres dépendances :

alcool, opiacées et autres psycho-stimulants. Les mécanismes responsables de l’initiation et

du maintien de l’addiction sont également impliqués dans les déviations comportementales en

général, comme les déviations nutritionnelles, les compulsions…. La nicotine de la feuille de

tabac est très toxique, dès son absorption, elle atteint le cerveau et tout l’organisme, active ses

récepteurs et produit des effets toxiques et des adaptations homéostatiques. L’importance de

ses effets va dépendre de la dose, du mode d’administration, de la chronicité, de l’effet

considéré, du génome considéré et des interactions avec son principal dérivé, la cotinine. La

cotinine résulte de l’addition d’un atome d’oxygène en position α du noyau pyrrolidine. Les

conséquences de cette métabolisation ont été évaluées, dans l’étude présente, en partant des

structures chimiques de ces deux alcaloïdes jusqu’à l’isolement des mécanismes

biochimiques, neurochimiques, moléculaires et comportementaux de leurs actions. Ces

différents mécanismes ont été validés par une étude intégrative en pointant le monoxyde

d’azote NO comme un médiateur de la dépendance tabagique, en accord avec les données de

l’étude bibliographique qui impliquent ce même médiateur dans toutes les dépendances. Les

mécanismes à la base des prédispositions, le début et les raisons de l’évolution vers un état

dépendant et les raisons des rechutes font l’objet d’intenses investigations. Les travaux dans

ce domaine suggèrent que certaines modifications des protéines transmettent un signal de

longue durée et que les espèces réactives de l’oxygène et du nitrogène sont à la base des

mécanismes de potentialisation et de dépression à long terme. Notre travail montre une

absence de toxicité pour la cotinine [422,423], une activité psychostimulante pure [414], une

pharmacologie nouvelle non nicotinique [416,417,419,422,423], un passage actif [415] dans

le cerveau régulé par le système nicotinique périphérique [412,421], la forme endogène et



exogène de la cotinine [424], la médiation d’activité anti stress du récepteur p40 de la cotinine

[420] et son homologie avec les protéines humaines impliquées dans les réactions

inflammatoires [36,161], stimulatrice paracrine de la croissance cellulaire [55], un rôle dans la

libération de dopamine, la production d’un stress oxydant par l’administration de la cotinine

[418], un renforcement dans le contexte des approches flexibles, la participation forte des

états émotionnels et d’anxiété à l’action anxiolytique de l’administration et anxiogène du

retrait de la cotinine. Ils permettent de proposer que la nicotine agit directement et

indirectement par sa conversion en cotinine. Cette dernière agit par ses récepteurs, au niveau

central par la p40, pour moduler les taux de dopamine avec des conséquences sur

l’apprentissage, la récompense, le stress oxydatif, l’anxiété et les réponses potentialisées et

déprimées à long terme.

Comme conclusion, nos travaux permettent de proposer de nouvelles cibles

pharmacologiques, méthodes et concepts permettant de comprendre à l’échelle biochimique,

neurochimique, moléculaire et comportemental l’addiction tabagique. L’espoir est d’utiliser

ces connaissances pour différencier les susceptibilités et développer de nouvelles approches

préventives et thérapeutiques.



ABSTRACT

Tobacco smoke is recognized as an addiction that is comparable to all other

addictions : alcohol, opioide and psychoactive drugs addictions. The mechanisms responsible

for the initiation and maintain of addictions are also implicated in other forms of human

behavior deviations, like feeding deviations, compulsion …. Nicotine from tobacco leaf is

very toxic, once absorbed, it reaches the brain and anywhere in the body, activates its

receptors and produce toxic effects and homeostatic adaptations. The importance of its effects

will depend on dose, mode of administration, chronicity, the effect being considered, the

genome considered and its interactions with its main derivative, cotinine. Cotinine results

from the addition of an oxygen atom to the α  position of the pyrrolidine ring. The

consequences of this conversion has been evaluated, in the present study, starting from the

chemical structure of these alkaloids to the isolation of biochemical, neurochemical,

molecular and behavioral mechanisms of their actions. These distinct mechanisms were

validated through an integrative study, pointing on possible contribution of nitric oxide as a

modulator of tobacco smoke dependence, in agreement with results of the literature study

implying this neuromediator in all forms of dependence. The mechanism sustaining

predisposition, the initiation and the reasons for the evolution toward dependence and relapses

are currently investigated. The works in these fields suggest that modifications of certain

proteins propagate long term signals and that reactive oxygen and nitrogen species are behind

the mechanisms of long term potentiation and depression. Our work shows that cotinine is not

toxic [422,423], is a pure psychoactive drug [414], with a novel non nicotinic

pharmacological profile [416,417,419,422,423], is transported into brain [415], and its

transport in regulated through peripheral nicotinic acetylcholine receptors [412,421], shows

the endogenous and exogenous forms of cotinine [424], the cotinine receptor mediation of



anti stress activity [420] and its homology to human proteins implicated in inflammatory

reactions [36,161], paracrine stimulation of cell growth [55], dopamine release and the

production of lipid peroxydation by cotinine administration [418], reinforcement in flexible

approaches, the participation of emotional states and anxiety to anxiolytic response of the

administration and anxiogenic response of withdrawal. They permit to propose that nicotine

acts directly and indirectly through its conversion to cotinine. The later acts principally

through its receptors, in brain through p40, to modulate dopamine release with consequence

on learning, reward, oxidative stress, anxiety and long term potentiation and depression

responses.

As a conclusion, our work has permitted to propose novel pharmacological targets,

methods and concepts in attempt to unify biochemical, neurochemical, molecular and

behavioral mechanisms of addiction, hoping that these knowledge will be used to understand

differences in susceptibility and to develop novel approaches for prevention and treatment.
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Notre démarche s’inscrit dans le cadre de l’évaluation des pouvoirs d’addiction des

drogues notamment de la nicotine et de son dérivé la cotinine. Par l’étude des mécanismes

cellulaires, moléculaires, génétiques et comportementaux capables d’informer sur l’initiation

et le maintien de la dépendance, on peut apprécier les raisons des déviations du comportement

humain et de la mise sur le marché de nouveaux médicaments. Nous sommes donc intéressés

de plus près à la cotinine dont les effets et les mécanismes d’action sont peu connus. Nous

avons utilisé les démarches et les outils modernes pour évaluer, mesurer et caractériser son

mode d’action et suggérer les mécanismes potentiellement impliqués. Ces outils de la

recherche actuelle nous ont permis, dans un premier temps, de caractériser les propriétés

toxicologiques, pharmacologiques et pharmacocinétiques de la cotinine et de développer, dans

un deuxième temps, des outils et des méthodes spécifiques à l’étude chez l’animal des

mécanismes de la dépendance à la cotinine. En particulier, nous avons évalué la tolérance

c’est-à-dire l’augmentation de la dose, la sensibilisation ou réversion de tolérance et le

syndrome de retrait lorsque la cotinine n’est plus disponible. Chez l’homme, ce syndrome est

désagréable et il est responsable des rechutes et des conséquences de l’addiction sur le bien-

être physique et moral. Ces effets se traduisent aussi par des dérégulations de l’homéostasie et

des adaptations dont l’importance, va dépendre de la dose, du mode d’administration, de la

chronicité, de l’effet considéré et d’un génome particulier. Les bases de la sensibilité à la

cotinine ont été évaluées chez l’animal de laboratoire. Les résultats sont en accord avec les

travaux réalisés chez l’homme. Afin d’apporter un maximum d’information pour faciliter la

compréhension du phénomène complexe de l’addiction, et précisément pour montrer que nos

connaissances actuelles dans ce domaine sont encore limitées, nous avons exposé de manière

progressive la complexité du problème.
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Le premier chapitre de l’étude bibliographique est consacré aux actions des

xénobiotiques ou substances exogènes, qui ne sont utilisées ni pour produire de l’énergie ni

pour la synthèse des molécules biologiques, et leurs conséquences toxicologiques et

adaptatives. Dans le deuxième chapitre, l’interaction de certaines substances aura en plus

comme conséquence une initiation et un maintien de la consommation ce qui caractérisent un

état de dépendance. Ces drogues particulières sont douées d’un pouvoir d’addiction parce

qu’elles sont capables d’interagir avec les neurones et les neurotransmetteurs utilisés par nos

systèmes d’appréciation du plaisir. Dans le troisième chapitre, j’ai exposé les apports de

l’approche génétique pour identifier les gènes impliqués dans les susceptibilités individuelles

et l’importance de tel ou tel locus par rapport au pouvoir d’addiction. Malgré la diversité des

classes de drogues étudiées, les loci identifiés et les interactions moléculaires initiales, les

addictions présentent des caractéristiques en commun surtout à l’échelle comportementale.

Par conséquent, la validation de l’hypothèse d’un même mécanisme initial à la base de la

dépendance aux différentes classes de drogues est en cours. Dans le quatrième chapitre, j’ai

exposé les approches thérapeutiques basées sur la modulation des émotions et les médications

disponibles pour le traitement des addictions. Dans le cinquième chapitre, j’ai exposé les

rôles du monoxyde d’azote (NO) dans la relaxation de l’artère, la libération des

neurotransmetteurs, la neurotransmission, la mort cellulaire programmée, la potentialisation et

la dépression à long terme de l’activité synaptique, la maturation et l’efficacité de la synapse

qui font du NO le messager par excellence commun à toutes les addictions unifiant ainsi les

différentes théories.

Le concept de base étant de faire appel aux différentes approches expérimentales des

différentes addictions pour situer notre travail et confronter nos résultats particuliers et les

résultats obtenus avec d’autres classes de drogues afin de ressortir une certaine uniformité

malgré les différentes classes de drogue d’addiction. Un paragraphe décrivant le matériel et
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méthodes est inclus dans les différentes parties des travaux personnels, facilitant l’accès à

l’information recherchée. Les références des techniques utilisées sont incluses et nous avons

détaillé surtout ce que nous avons fait de spécifique.

Les travaux personnels ont également été structurés et présentés de manière à s’inscrire

dans une démarche scientifique et à faire émerger les conclusions tirées.

Dans le premier chapitre, nous avons présenté les synthèses chimiques qui vont nous

servir pour mener à bien notre projet. En particulier, nous avons synthétisé la cotinine pour

une utilisation intensive et parce que la cotinine commerciale est raportée de moindre pureté

et son prix est inabordable. Nous avons également synthétisé la N-oxyde de cotinine, le dérivé

principal de la cotinine, pour évaluer sa contribution potentielle aux effets de la cotinine, en

particulier les interactions synergiques. Nous avons également inclus la nornicotine et deux

espèces de mouches pour valider largement le concept de la synergie [422], à la base de

l’hypothèse d’effets de la cotinine et l’existence de ses récepteurs. Nous avons également

synthétisé la N,n-propyl-carboxamide cotinine, un équivalent du bras espacer du gel

d’affinité, pour évaluer la possibilité qu’un tel gel est utilisable pour isoler les récepteurs de la

cotinine [419]. Nous avons terminé cette première partie en confirmant chez les mammifères

l’interaction synergique et sa nature non nicotinique [423]. Dans le second chapitre, nous

avons évalué l’influence des facteurs pharmacocinétiques [415] et pharmacodynamiques

[421] sur le passage de la cotinine dans le cerveau. Ces résultats confortent l’action

centrale de la cotinine et suggèrent que la synergie passe par un récepteur de la cotinine

qui reste à identifier plutôt qu’une coopérativité spatiale. Dans le troisième chapitre,

nous avons identifié les récepteurs de la cotinine. Ce récepteur est également sensible à

l’administration chronique de la cotinine et serait bloqué par la nicotine, permettant de

proposer sa médiation de l’activité anti-stress de la nicotine [420]. Dans le quatrième

chapitre, l’effet de la cotinine sur la libération de la noradrénaline et de la dopamine a été
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évalué in vitro dans cinq régions cérébrales. En particulier, la libération de dopamine dans le

striatum permet de proposer une explication rationnelle à l’effet thérapeutique de la

mécamylamine [430-432]. De plus, le rôle de la dopamine dans l’hyperactivité et le stress

oxydant est très important dans les addictions. Dans le cinquième chapitre, nous avons

développé le modèle d’administration de la nicotine et de la cotinine dans l’eau de

boisson et analysé la consommation de manière comportementale et ses conséquences sur la

perception de la douleur, la prise de poids, l’activité openfield, la peroxydation lipidique

et la modulation de quatre récepteurs dont deux nouveaux ont été clonés. Les effets de la

cotinine ont montré le caractère potentialisation et dépression à long terme (LTP et LTD).

Nous avons donc terminé par l’évaluation in vitro de la participation du facteur de relaxation

dépendant de l’endothélium (EDRF), identifié dans les années 1990 comme étant le

monoxyde d’azote (NO), à l’activité de relaxation de la cotinine et isolé la p40 de l’aorte

avant de DIRE NO À LA COTININE. Nous terminerons par une discussion générale et une

conclusion.
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A- LES XÉNOBIOTIQUES ET LEURS EFFETS

Sous le terme général de xénobiotique, on désigne les substances étrangères à l’organisme et

qui ne sont jamais utilisées par les cellules pour produire de l’énergie ou synthétiser des molécules

biologiques. Ces substances sont naturelles ou synthétiques.

A-I- INTERACTION XENOBIOTIQUE ET MOLECULES BIOLOGIQUES

Les effets pharmacologiques ou toxiques observés après l’administration d’un produit

chimique à un organisme découlent toujours de l’interaction initiale entre molécules : le produit

et/ou un ou plusieurs de ses métabolites, et une ou plusieurs molécules biologiques constitutives de

l’organisme. C’est cette interaction chimique qui va provoquer l’ensemble des réponses

biologiques, aussi complexes qu’elles puissent être. La plupart des molécules biologiques sont des

espèces chimiques stables. Néanmoins, l’environnement biochimique dans les organismes vivants

est favorable à l’établissement d’interactions variées, faibles et réversibles ou fortes et irréversibles,

avec formation ou rupture de liaisons covalentes. Les différences de polarité et la présence de

groupement ionisés sont favorables aux interactions faibles que sont les liaisons hydrophobes, les

liaisons ioniques et les liaisons hydrogènes. Les groupements nucléophiles, portés par diverses

molécules dont les protéines et les acides nucléiques, peuvent réagir spontanément avec les

groupements électrophiles des xénobiotiques, donnant naissance à des liaisons covalentes fortes.

Ceci d’autant plus facilement que les nombreux métaux (fer, cuivre, …) présents dans les molécules

biologiques sous divers états d’oxydation, jouent le rôle de catalyseur transformant les

xénobiotiques en espèces électrophiles souvent instables et hautement réactives. La présence d’une

concentration élevées d’oxygène dans les milieux biologiques va favoriser, dans certains cas, la
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formation d’espèces activées de l’oxygène initiant des réactions radicalaires principalement avec les

constituants lipidiques cellulaires, mais également avec les protéines et les acides nucléiques [444].

A- I- 1- LIAISONS FAIBLES

Les liaisons faibles hydrogène et les interactions hydrophobes et de Van der Waals sont à la

base de l’organisation de nombreuses structures biologiques. Par exemple, les membranes

cellulaires sont constituées de lipides qui s’associent en bicouches sous l’influence d’interactions

hydrophobes, et les liaisons entre la plupart des messagers biologiques (hormones, facteurs de

croissances, ...) et leurs récepteurs protéiques s’effectuent par des interactions de Van der Waals et

des liaisons ioniques. Certains xénobiotiques vont s’intégrer dans les bi-couches lipidiques

membranaires par interaction hydrophobe, altérant leurs propriétés. L’éthanol, les anesthésiques et

de nombreux solvants organiques provoquent ainsi une diminution de la fluidité membranaire.

L’insertion des ionophores va provoquer des trous dans la continuité membranaire et permettre à

certains ions de pénétrer dans le cytoplasme. L’interaction faible est également à l’origine de

l’inhibition de nombreuses enzymes, par exemple, les inhibitions de la catalase par l’aminotriazole,

ou des estérases par les organophosphorés. Ces interactions sont régies par la constante d’affinité du

produit pour le site récepteur ou le site enzymatique et sont le plus souvent réversibles, à moins que

l’effet biologique ait entraîné rapidement la mort de l’organisme. Ainsi, la durée de l’action toxique

des carbamates et des organophosphorés est proportionnelle à leur affinité pour le site de

l’acetylcholinestérase qu’ils inhibent. Leurs effets peuvent être annulés par l’action d’un antidote

les déplaçant. Cependant, il serait simpliste de penser que la démonstration, in vitro, de l’interaction

d’un produit avec un récepteur ou avec une enzyme, purifié et isolé de leur environnement, suffise à

prédire l’action du produit in vivo et la cible tissulaire de l’action pharmacologique ou toxique.
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A- I- 2- LIAISONS FORTES

Les xénobiotiques peuvent entrer dans diverses réactions chimiques avec les molécules

biologiques. Les plus fréquentes sont les alkylations des protéines ou des acides nucléiques, et les

oxydations des protéines, des acides nucléiques ou des lipides. Ces réactions chimiques entraînent

la rupture ou la formation de liaisons covalentes et stables, ces altérations étant spontanément

irréversibles. Certains produits chimiques sont suffisamment électrophiles pour attaquer

spontanément les nombreux sites nucléophiles présents dans les molécules biologiques. La plupart

des produits chimiques sont stables et ont besoin d’être activés pour pouvoir réagir avec les

molécules biologiques. Cette activation est rendue possible par la présence, dans les organismes

vivants, de nombreux métaux qui jouent le rôle de catalyseurs et qui abaissent le seuil d’énergie

nécessaire pour la réalisation des réactions. Les cytochromes P450 sont dotés d’un atome de fer qui

peut osciller entre divers états d’oxydation. D’autres enzymes contiennent un atome de cuivre. Au

sein de l’organisme, certains xénobiotiques peuvent s’auto-oxyder comme l’ozone, l’oxyde d’azote,

les métaux de transition [102 ,202]. D’autres molécules peuvent être métabolisées en espèces

radicalaires comme les alkènes polyhalogénés [467]. Ces radicaux libres, hautement réactifs,

peuvent directement, ou par réduction de l’oxygène, soit attaquer les acides gras insaturés et initier

une réaction de peroxydation lipidique, soit oxyder les protéines ou les molécules d’ADN. Les

interactions fortes modifient les molécules biologiques de façon irréversible. Néanmoins, il existe

dans les cellules un ensemble de mécanismes pour prévenir ces interactions. Les réactions, dites de

phase II, du métabolisme des xénobiotiques aboutissent, dans la plupart des cas, à la formation de

composés atoxiques, rapidement excrétés, ce qui empêche les composés réactifs d’exercer leur

action toxique. Ce sont les réactions de glucuronoconjugaison, de sulfatation, d’acetylation,

d’hydrolyse des époxydes, et de glutathion-conjugaison qui sont catalysées par des enzymes
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spécifiques microsomiales ou cytosoliques. Ces enzymes sont, dans leur grande majorité, localisées

dans les hépatocytes et agissent de concert avec les cytochromes P450 et autres enzymes de phase I.

Ceci explique qu’un produit peut-être déclaré toxique in vitro sur des cellules ne le métabolisant pas

alors qu’il sera moins toxique in vivo, étant métabolisé lors de son passage dans le foie. La

prévention des réactions radicalaires est assurée par de nombreux systèmes. Les enzymes, telle la

superoxyde-dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, désactivent certaines espèces

réduites de l’oxygène. Les antioxydants cellulaires, vitamine E et beta-carotène, piègent les

radicaux libres oxygénés. Ces enzymes et ces antioxydants ainsi que certains scavengers

radicalaires comme le mannitol ou le dimethylsulfoxyde (DMSO) sont souvent utilisés pour

imputer la toxicité d’un produit à un mécanisme radicalaire. Cette approche est critiquable

lorsqu’elle est appliquée à des systèmes cellulaires. Ainsi, si la déplétion cellulaire en glutathion

peut-être considérée comme un marqueur de toxicité radicalaire, il ne faut cependant pas oublier

que le stock en glutathion peut également être épuisé par la voie des glutathion transférases et

refléter sa conjugaison à un métabolite du produit.

A- II- XENOBIOTIQUES ET FONCTIONNEMENT DE LA CELLULE

A- II- 1- INTERACTION XENOBIOTIQUE ET MEMBRANE CELLULAIRE

L’organisation en bicouche lipidique dans laquelle s’insèrent des protéines spécialisées, les

récepteurs, les pompes ou canaux, confère à la membrane ses propriétés spécifiques. En particulier

la perméabilité sélective de la membrane permet à la cellule de maintenir un milieu interne constant

et des gradients de concentration ioniques parfois énormes. La concentration en Ca2+ cytosolique

est par exemple environ 10 000 fois plus faible que la concentration en Ca2+ extracellulaire. Le
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flux entrant de Ca2+, qui est passif via divers canaux spécifiques, est compensé par une extrusion

active grâce à des ATPase calciques ou des échangeurs sodium-calcium. La composition,

l’organisation structurale et les propriétés de la membrane interviennent dans l’entrée plus ou moins

facile des xénobiotiques à l’intérieur de la cellule. Les molécules polaires ne peuvent pas franchir la

bicouche lipidique et doivent emprunter les canaux, tandis que les molécules lipophiles peuvent la

traverser sans encombre. Certaines substances hydrophobes comme les anesthésiques s’accumulent

dans les lipides membranaires et en modifient ainsi la fluidité. D’autres xénobiotiques, comme les

esters apolaires pénètrent facilement dans le cytoplasme où ils sont hydrolysés en molécules

polaires incapables de ressortir. Parmi les interactions moléculaires qui induisent des processus de

toxicité aiguë, la peroxydation des lipides membranaires est sans doute l’une des plus importante

(Fig. 1). Celle-ci est générée par des molécules natives très réactives (tétrachlorure de carbone,

ozone, oxyde d’azote, métaux de transition, …) [102 ,202] ou par des métabolites de xénobiotiques

capables d’initier des réactions d’auto-oxydation au niveau des membranes. Par exemple les

alkènes polyhalogénés sont métabolisés par le P450 en radicaux libres capables d’attaquer les

acides gras polyinsaturés membranaires [467]. La réaction de peroxydation qui se propage en

cascade entraîne la dégradation des acides gras membranaires. Ceci provoque des altérations de la

fluidité et le dysfonctionnement des systèmes de transduction du signal. L’une des conséquences les

plus dramatiques de ces atteintes membranaires est la perte du contrôle des flux ioniques. L’entrée

massive de Ca2+ ou de Na+ non compensée par le flux de sortie lié aux pompes Ca2+ ATPase,

Na+/K+ ATPase, entraîne des désordres souvent irréversibles.
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INITIATION

H°
RH R° ou ROO°

PROPAGATION

R° + O2 ROO°
ROO° + RH ROOH + R°

TERMINAISON

R° + R° RR
ROO° + ROO° ROOR + O2
ROO° + R° ROOR

RH : acide gras

R° : radical alkyle

ROO°  : radical peroxyde

ROOH: hydroperoxyde d’acide gras

ROOR : peroxyde

Figure 1 : Mécanismes de la péroxydation lipidique [325].

A- II- 2- XENOBIOTIQUES ET ACTIVITE MITOCHONDRIALE

Les mitochondries assurent l’approvisionnement cellulaire en énergie par la β-oxydation

couplée à la phosphorylation oxydative. Cette voie d’apport énergétique peut être secondaire

lorsque la cellule, comme l’hépatocyte, est capable de produire de l’ATP par glycolyse, ou

prépondérante lorsque l’activité glycolytique est faible comme c’est le cas pour les cellules rénales

[78]. Une inhibition de la voie de la β-oxydation, comme la provoquent les tétracyclines, se traduit

par l’accumulation des acides gras dans les mitochondries puis dans le cytoplasme des cellules. Ce

phénomène décrit in vivo comme une stéatose microvacuolaire peut-être reproduit in vivo sur des
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cultures d’hépatocytes. La respiration mitochondriale et la phosphorylation oxydative peuvent être

inhibées par de nombreux toxiques et des mécanismes divers. Ceci se traduit par une diminution

dramatique de la concentration cytoplasmique en ATP. Ce déficit cellulaire énergétique provoque

un arrêt des pompes calciques et de la Na+/K+ ATPase, ce qui conduit à une rupture de

l’homéostasie cellulaire aboutissant rapidement à la nécrose. L’hypoxie, c’est-à-dire la déficience

d’apport d’oxygène, est la première cause d’inhibition de la respiration cellulaire, le plus souvent

causée in vivo par une vasoconstriction. Elle est reproduite facilement in vitro en diminuant la

concentration en oxygène par enrichissement en azote de l’atmosphère où les cultures sont placées.

Un déficit énergétique aigu de la cellule peut également être obtenu par inhibition chimique de la

synthèse d’ATP mitochondriale, soit par inhibition de la chaîne respiratoire, soit par découplage du

transport des électrons avec l’ATP synthétase (H+-ATPase). NADH et FADH2 sont des donneurs

d’électrons dont le déficit provoque un arrêt de la respiration mitochondriale. Les méthodes in vitro

peuvent être d’une grande utilité pour l’étude de ces mécanismes spécifiques de la toxicité. Les

cultures cellulaires permettent d’étudier la dégradation des acides gras radioactifs et ainsi de

montrer une inhibition de la β-oxydation. L’utilisation des mitochondries isolées permet d’analyser

plus finement les mécanismes en jeu en faisant varier directement les paramètres d’homéostasie

mitochondriale.

A- II- 3- XENOBIOTIQUES ET FONCTIONS LYSOSOMIALES

Les lysosomes interviennent dans la dégradation de macromolécules et de complexe

organiques. Certains toxiques en inhibant les enzymes de dégradation provoquent le stockage

lysosomial de lipides (phospholipidose), ou de protéines. La phospholipidose est facilement
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reproduite in vitro sur des cellules en culture après des traitements courts. Chez l’animal, cet effet

ne s’installe qu’après plusieurs jours, voire semaines de traitement quotidien.

A- III- ETUDE TOXICOLOGIQUE D’UNE NOUVELLE MOLECULE

L’étude toxicologique d’une nouvelle molécule fait aujourd’hui couramment appel à des

expérimentations in vivo. Elle a pour but d’établir le risque encouru par l’homme, avant tout contact

(administration per os ou voie sanguine, exposition cutanée ou des voies respiratoires, …) qu’il

s’agisse d’un médicament, d’un produit chimique, d’un polluant ou encore d’un pesticide. Il faut

aboutir à des réponses rapides, fiables, d’un coût limité et ne nécessitant qu’un nombre réduit

d’animaux. Depuis quelques années beaucoup s’interrogent sur la contribution potentielle des tests

in vitro à l’établissement de ce risque. Mais comment définir un risque toxicologique potentiel pour

l’homme à partir de critères de toxicité in vitro ? L’extrapolation des données suscite beaucoup

d’interrogation. Néanmoins, il est aujourd’hui généralement admis que la contribution des tests in

vitro peut-être essentielle dans différents domaines tel le tri (criblage) de molécules dans la phase

initiale de leur découverte, l’élaboration de la structure la plus efficace de la molécule et bien sûr

l’identification des mécanismes de toxicité. Pour aborder de telles études, il convient de définir

l’approche in vitro. Il est clair qu’un test in vitro ne peut à lui seul remplacer le modèle animal, il

peut seulement apporter des informations sur un type cellulaire, ou mieux sur un organe. Les tests

in vitro reposent sur l’analyse individuelle de chaque composé, le recueil de toutes les données

relatives à celui-ci, le constant dialogue avec les chimistes qui en assurent la synthèse et des études

du mécanisme d’action in vitro complétés par une expérimentation in vivo. Cette stratégie est

applicable à différents types de produits et donc utilisable par différentes industries

pharmaceutiques, chimiques, cosmétiques…
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A- IV- LE FOIE ORGANE CIBLE POUR LES TOXIQUES

Le foie est le premier organe, après l’intestin, exposé aux effets indésirables des

xénobiotiques et se trouve être ainsi une cible de choix pour leur action toxique qui peut être

d’ordre primaire (liée à la toxicité immédiate du produit lui-même) ou d’ordre secondaire (liée à la

conversion du xénobiotique en ses métabolites plus toxiques que la substance initiale). Cette

transformation peut s’effectuer soit par une voie métabolique classique soit par une dérivation

métabolique liée à l’épuisement des facteurs ou capacités nécessaires au maintien d’une activité

normale. Les composés hépatotoxiques peuvent induire plusieurs types de lésions selon la dose et le

mode d’administration. Des altérations modérées peuvent régresser tandis que des dommages

sévères peuvent conduire à la nécrose cellulaire. L’administration d’une seule dose ou un traitement

de courte période peuvent induire une stéatose, une cholestase, une inflammation ou une nécrose,

alors qu’une administration répétée du toxique peut entraîner la formation d’une fibrose puis d’une

cirrhose [568].

La stéatose, caractérisée par une accumulation intra-cytoplasmique de globules lipidiques

associée à un gonflement de la cellule, représente le changement histologique le plus fréquemment

observé lors d’une toxicité hépatique aiguë. C’est le cas notamment après administration de

tétrachlorure de carbone [187]. À côté de ces altérations, diverses modifications cytoplasmiques et

ou nucléaires peuvent être induites.

La cholestase résulte d’une altération du flux biliaire qui peut être provoquée par une

diminution de la sécrétion biliaire au niveau de l’hépatocyte (cholestase intra-hépatique) ou par

l’obstruction de l’arbre biliaire (cholestase extra-hépatique).

L’inflammation est relativement fréquente dans les zones nécrotiques.
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La nécrose cellulaire se caractérise par des altérations irréversibles de la membrane

plasmique conduisant à l’accumulation intracellulaire de Ca2+ et Na+ et à la libération de K+ et

d’enzymes cytosoliques. À l’échelle ultra structurale, le réticulum endoplasmique apparaît dilaté et

désorganisé, les mitochondries sont gonflées et perdent leur capacité à générer de l’ATP. De même

des altérations nucléaires sont observées ; le noyau devient pycnotique et se fragmente. L’autre type

de mort cellulaire, ou apoptose encore appelée mort cellulaire programmée, survient également

après administration de certains toxiques. L’apoptose se caractérise par l’apparition de corps

acidophiles.

La fibrose est une des réponses les plus sévères du foie à la toxicité hépatique chronique.

Elle se traduit par une désorganisation de l’architecture hépatique et conduit à la cirrhose.

L’administration prolongée de nombreux toxiques, par exemple les alfatoxines, le tétrachlorure de

carbone, l’éthanol, la galactosamine et le bromobenzène, peut produire une fibrose et une

cirrhose [567]. La fibrose et la cirrhose sont associées à une accumulation importante de collagène.

Ces différents types de lésions affectent différentes fonctions, certaines d’entre elles pouvant être

révélées par des dosages sériques. Ainsi une augmentation de transaminases traduit une nécrose

cellulaire, une élévation des phosphatases alcalines une cholestase.

A- V- FACTEURS INFLUENCANTS L’HEPATOTOXICITE INDUITE PAR LES

XENOBIOTIQUES

L’hépatotoxicité induite par les xénobiotiques peut être modulée par des facteurs

physiologiques, nutritionnels, thérapeutiques et génétiques qui régulent l’expression des enzymes

de biotransformation. Les activités des monooxygénases dépendantes du cytochrome P450 diffèrent

entre le fœtus, le nouveau né et l’adulte et leur distribution intra-lobulaire change au cours de la
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maturation du foie [403]. Des produits naturels comme la caféine, les indoles et l’alcool, peuvent

induire certains cytochromes P450. Le jeûne ou un régime hyper glucidique pauvre en protéines

diminue l’activité des cytochromes P450. Les activités de biotransformation sont inductibles par

des médicaments comme la rifampicine, l’érythromycine et l’oméprazole. Elles sont diminuées

dans des situations inflammatoires et infectieuses.

 VI- DETOXICATION DES XENOBIOTIQUES

Différents mécanismes, endogènes ou exogènes, peuvent assurer la détoxication des

xénobiotiques [159,466]. Il peut s’agir de l’inhibition de l’activité métabolique, d’une interaction

avec la fixation d’un composé à son récepteur, de l’apport d’antioxydants ou de piégeurs de

radicaux libres ou encore d’une stabilisation membranaire. L’hépatocyte possède plusieurs

mécanismes de défense contre les composés toxiques, qui peuvent intervenir simultanément. Ils

incluent l’autoinactivation du cytochrome P450, l’inactivation des époxydes réactifs par les

époxydes hydrolases ou leur conjugaison au glutathion, la réduction de la peroxydation lipidique

par le glutathion, la glutathion peroxydase, les glutathions S-transférases et les vitamines C et E.

Divers composés exogènes ont été proposés comme agents hépatoprotecteurs. Certains

d’entre eux sont des inhibiteurs des monooxygénases dépendantes des cytochromes P450.

Toutefois, ils n’ont parfois qu’un intérêt limité en raison de leur propre toxicité : c’est le cas du

SKF-525A, du pipéronyl butoxyde et de l’alpha-naftoflavone. D’autres composés comme le

métrapone, la cimétidine, le disulfiram et son métabolite le diéthyldithiocarbamate, peuvent être

utilisés lors d’une intoxication d’origine chimique chez l’homme.

De nombreuses molécules naturelles ou synthétiques ont été testées comme antioxydants

afin de limiter la peroxydation lipidique induite par les substances hépatotoxiques. Ces molécules
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incluent les vitamines C et E, les prostaglandines, les composés d’origine végétale comme les

flavonoïdes et la silymarine. Parmi les antioxydants synthétiques, on peut citer l’hydroyanisole

butylée et l’hydroxytoluène butylée.

A- VII- PHASES DU TRANSIT D’UN XENOBIOTIQUE DANS L’ORGANISME

L’effet toxique d’un xénobiotique est d’autant plus grand que sa concentration dans

l’organisme est plus forte. Cette concentration étant la résultante de l’équilibre entre les diverses

phases du transit de ce xénobiotique : son absorption, sa distribution, sa métabolisation et son

excrétion.

A- VIII- ROLE DU FOIE DANS LA BIOTRANSFORMATION DES

XENOBIOTIQUES

Le foie représente 2 à 5% du poids corporel chez l’adulte, 1400 à 1600 g chez l’homme, 10

g environ chez un rat de 180-200 g. Il possède une architecture relativement simple dont l’unité

fonctionnelle est le lobule ou acinus ([217 ,401]. Le foie est composé de plusieurs types cellulaires :

les hépatocytes, les cellules sinusoïdales (cellules de Kupffer et endothéliales, lipocytes ou cellules

de Ito et lymphocytes résidents ou Pit cells), les cellules biliaires et les cellules mésenchymateues et

nerveuses. Les hépatocytes constituent près des deux tiers de la population cellulaire totale d’un

foie de rat et environ 80% chez l’homme [139]. Les hépatocytes humains ont un volume double de

celui d’un hépatocyte de rat ou de chien, leur diamètre est de 15 à 30 µm. La plupart des cellules

adultes sont polyploïdes. Dans le foie d’un jeune rat, 70% sont tétraploïdes, avec un ou deux

noyaux et 20% sont diploïdes. Il n’existe pas de relation entre le degré de ploïdie et la localisation
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intralobulaire des hépatocytes, contrairement à ce qui est observé pour les activités fonctionnelles.

En effet, de nombreuses fonctions sont exprimées à des niveaux différents, voire exclusivement,

dans l’une ou l’autre des zones intralobulaires [141]. Dans le foie adulte sain, le taux de

renouvellement cellulaire est très faible, l’index mitotique chez le rat est d’environ 0,03% [65].

La plupart des xénobiotiques sont lipophiles, ils ne peuvent être éliminés sans être

métabolisés au préalable en molécules plus hydrosolubles. Les enzymes de biotransformation sont

habituellement classées en deux groupes. Les enzymes de phase I assurent les réactions

d’oxydation, d’hydrolyse et de réduction, fournissant un groupement fonctionnel nécessaire à

l’activité des enzymes de phase II. Cette étape appelée fonctionalisation rend les molécules moins

hydrophobes et permet leur conjugaison. Les oxydations par les monooxygénases dépendantes des

cytochromes P450 sont les principales enzymes de phase I. Les enzymes de phase II comprennent

les UDP-glucoronyl-transférases, les sulfotransférases, les glutathion S-transférases et les époxydes

hydrolases. De nombreux facteurs influencent l’activité des enzymes de biotransformation : l’âge,

le sexe, le statut nutritionnel et les maladies hépatiques.

A- IX- MODELES EXPERIMENTAUX

Les études conduites chez l’animal permettent de recueillir des informations importantes

mais les différences entre espèces à la fois dans les voies et dans les vitesses de biotransformation

sont souvent grandes, notamment entre les animaux de laboratoire et l’homme. De plus, in vivo, le

métabolisme des xénobiotiques est soumis à des régulations complexes impliquant divers facteurs

endogènes et exogènes, ce qui rend délicate la distinction entre les effets primaires et secondaires

induits par un toxique. Ces limites que présentent les études in vivo expliquent sans doute l’intérêt
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suscité par les modèles in vitro lors du criblage toxicologique des molécules et surtout pour

analyser des mécanismes par lesquels une molécule induit des lésions cellulaires au niveau du foie.

A- X- L’IN VIVO ET L’IN VITRO

L’animal est traditionnellement pris comme modèle expérimental in vivo pour des études de

toxicologie ou de pharmacologie, aussi bien pour des expériences à court terme qu’à long terme.

Le rat parmi d’autres animaux (hamsters, cobayes, souris, singes, …) est très utilisé dans le

domaine de toxicologie. Les études de toxicité, particulièrement la détermination des doses

journalières admissibles d’un xénobiotique ou de la dose thérapeutique d’un médicament,

s’effectuent sur l’animal avant l’extrapolation à l’homme. Le modèle in vivo demeure intéressant

tant qu’il s’agit de se limiter à un résultat d’ordre final (exemple : la réponse à un effet toxique d’un

produit par une mortalité ou un changement de poids de l’animal). Mais pour élucider le mécanisme

des modifications biochimiques par lesquelles ce produit toxique a causé la toxicité ou son devenir

dans l’organisme, l’animal devient un modèle inefficace puisque la plupart des indices de toxicité

sur l’animal entier donne l’effet final de toxicité. L’action au niveau cellulaire, subcellulaire ou

moléculaire avant l’effet final ne peut être élucidé que sous forme d’hypothèse en faisant des

déductions. In vitro, le mécanisme d’action du xénobiotique peut-être élucidé sous des conditions

strictes et sur la cible privilégiée. Il est facile de mesurer ou de contrôler les effets biologiques par

microscopie ou par des méthodes biochimiques, d’élucider la modalité d’interaction entre le

xénobiotique et le tissu au niveau cellulaire, subcellulaire ou moléculaire. L’étude au niveau

moléculaire est facilitée par la détermination des organites (microsomes, mitochondries, …), ADN,

ARN et protéines. L’étude des activités enzymatiques, des voies métaboliques d’un xénobiotique et

l’évaluation des métabolites de ce dernier s’effectuent plus aisément in vitro que chez l’animal
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entier. La nature du modèle expérimental et la facilité de sa manipulation permet l’étude des

modifications des fonctions d’un organite en tant qu’indicateur sensible et spécifique de la toxicité.

Il est aussi important de noter la rapidité et le coût inférieur des méthodes in vitro par rapport aux

méthodes in vivo. L’emploi en toxicologie de méthodes alternatives qui comprend en réalité toute

méthodologie autre que l’expérimentation animale, pourrait supprimer ou diminuer l’utilisation des

animaux de laboratoire. Différents modèles d’études in vitro sont actuellement disponibles

[157,158]. Actuellement, la toxicologie fait une place de plus en plus large à l’expérimentation in

vitro en particulier, aux modèles cellulaires ou toxicologie cellulaire in vitro. Celle-ci est utilisée

pour le criblage de nouvelles molécules mais aussi et surtout pour prédire la nature des lésions

induites par les composés toxiques ou pour identifier les mécanismes impliqués. Actuellement les

méthodes in vitro représentent la quasi-totalité des méthodes alternatives. Le terme in vitro

globalise l’utilisation d’organes, de coupes, de culture de cellules, de cellules isolées et d’organites

cellulaires.

A- XI- L’IN VITRO ET L’ETHIQUE

Les raisons du développement de l’in vitro sont de deux sortes : technologiques et éthiques.

En effet, les cultures cellulaires ont atteint un très haut niveau de technicité. Les causes éthiques

sont en relation avec la prise de conscience des pays industrialisés pour la souffrance animale non

indispensable aux progrès de la santé des humains. L’expérimentation animale était un préalable

avant toute thérapie sur l’homme. Or, les progrès de la médecine avec la mise sur le marché de

nombreux médicaments nouveaux, efficaces mais souvent accompagnés d’accidents secondaires

potentiels, ont conduit à l’utilisation grandissante d’animaux de laboratoire. Ces deux raisons

contradictoires, éthique animale et emploi accru d’animaux d’expérience, ont crée un climat propice
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au développement des méthodes alternatives. Les ligues antivivisection ont influencé la politique

des pays industrialisés et dans divers pays se sont créés des centres dédiés au développement de ces

méthodes. Parmi ces centres : le John Hopkins Center aux USA, le FRAME (Fund for the

Replacement of Animals in Medical Experiments) en Angleterre et des initiatives du ministère de la

Recherche et de l’OPAL (Œuvre pour la Protection des Animaux de Laboratoire). Récement, la

communauté européenne a créé l’ECVAM (European Center for the Validation of Alternative

Methods) à Ispra en Italie. Ces différents centres sont orientés vers la toxicologie in vitro qui est

réalisée soit sur des organes ou tissus en survie, soit sur des cultures cellulaires d’un seul type, ou

sur des co-cultures constituées de deux types comme la culture d’hépatocytes et de cellules

épithéliales hépatiques RECL), ou de plusieurs types reproduisant une véritable structure tissulaire

comme la peau reconstituée. La culture cellulaire in vitro à été utilisée très rapidement en

toxicologie, pour un pré-criblage des médicaments et pour l’étude du mécanisme d’action. Mais il

est évident que, dans l’état actuel de nos connaissances, le passage à l’in vivo s’avère indispensable

avant la mise sur le marché des médicaments. Les stratégies proposées par les différentes firmes

industrielles confrontées à l’étude toxicologique d’un produit nouveau utilisent successivement des

méthodes in vitro et in vivo. Les méthodes in vitro demeurent extrêmement intéressantes dans la

mesure où elles entraînent normalement une diminution de l’utilisation d’animaux de laboratoire.

A- XII- LES LESIONS TOXIQUES ET MORT CELLULAIRE

La compréhension de la succession des mécanismes biochimiques qui conduisent la

modification moléculaire initiale au dysfonctionnement fonctionnel, et à son stade ultime, la mort

cellulaire, reste une des préoccupations essentielles de la toxicologie moderne. Elle est

particulièrement importante dans les études in vitro, pour comprendre ou prévoir les effets toxiques
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observés in vivo. Sur le plan moléculaire, des modifications de la structure des molécules

biologiques, causées par l’interaction directe ou indirecte avec l’agent toxique, peuvent être détecté.

Sur le plan biologique, ce sont les altérations fonctionnelles des cellules et leur retentissement sur

l’homéostasie de l’individu qui sont observées. Les biologistes ont longtemps cru qu’il existait une

relation directe entre un type de modification moléculaire et son retentissement biologique, et qu’il

suffisait de comprendre la nature de cette altération pour élucider l’ensemble. Cependant,

l’observation du fait que des dommages cellulaires sévères, provoqués par diverses toxiques,

n’entraînent pas obligatoirement la mort de toute la population cellulaire exposée, montre que

d’autres facteurs de protection et de réparation, particuliers à chaque cellule, sont à prendre en

compte. Ce n’est que lorsque ces défenses cellulaires sont débordées qu’un processus dégénératif

s’installe, aboutissant à la mort cellulaire. On considère actuellement que la cellule peut mourir par

deux types de processus distincts : la nécrose et l’apoptose.

La nécrose, qui apparaît généralement après une lésion cellulaire, d’origine chimique ou

physique, est la résultante d’un processus dégénératif, observable dans des cas de toxicité.

L’apoptose, ou mort programmée, est un processus actif, dépendant de l’expression de gènes

spécifiques conduisant à l’autodestruction cellulaire. Elle joue un rôle important au cours de

l’embryogenèse et dans les renouvellements tissulaires. Chez l’embryon humain, les doigts sont

d’abord palmés, puis cette palmure interdigitale disparaît, les cellules de ces tissus transitoires

meurent par apoptose. Elle permet l’élimination des cellules génétiquement lésées et des cellules

ayant une prolifération anormale. Elle règle l’équilibre dynamique entre les cellules qui meurent et

les cellules qui apparaissent, empêchant ainsi un développement hypertrophique de l’organisme.

L’apoptose est donc non limitée à une situation pathologique, elle est comme la mitose ou la

différenciation, un phénomène normal qui régule le nombre de cellules dans le tissu adulte [546].
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A- XII- 1- HISTORIQUE

Nous avons longtemps pensé que la mort des cellules ne pouvait résulter que d’agressions,

de maladies ou de vieillissement. C’est l’étude de la toute première étape de la vie qui a

progressivement révélé ce phénomène d’apoptose. Durant le développement de l’embryon, passant

de l’œuf à un être pluricellulaire complexe, surviennent, en absence de toute maladie et de tout

vieillissement des épisodes massifs de mort cellulaire. La mort cellulaire fait partie intégrante du

programme normal de développement de l’embryon et son premier rôle reconnu fut de modeler la

forme changeante de l’embryon par élimination de tissus transitoires. Ainsi, au cours du

développement embryonnaire, le langage cellulaire, l’émission ou la réception de signaux

spécifiques, détermine la survie ou la mort des cellules. C’est vers les années 1972 que Kerr et al.,

ont remarqué le caractère stéréotypé de la mort cellulaire programmée très différent de l’aspect

anarchique de la nécrose. Ils ont décrit ces caractéristiques sous le terme d’apoptose d’après le mot

grec désignant la chute des feuilles en automne [211].

Bien avant cette date l’apoptose a été découverte par d’autres auteurs dans différentes

maladies du foie aussi bien chez l’homme que chez l’animal, elle était nommée : Councilman

bodies ou acidophilic bodies [35 ,209]. Depuis les années 1990 elle est un sujet d’un grand intérêt

au niveau recherche notamment en immunologie et en oncologie.

L’existence de deux types de mort cellulaire morphologiquement distinct vient de l’étude

histochimique des changements dans les lysosomes dans l’ischémie hépatique [208]. Après ligature

des branches de la veine porte qui alimente le lobe gauche et médian du foie de rat, il a été noté,

pendant la période de régression du parenchyme, des hépatocytes individuels éparpillés qui se

convertissaient à de petites masses rondes cytoplasmiques, parmi elles, certaines contenaient de

minuscules parcelles de chromatine. Ces structures sont clairement une manifestation de mort
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cellulaire, mais leur apparence histologique était différente des cellules nécrotiques, et sans

inflammation associée comme c’est le cas de la nécrose. Les lysosomes dans les petites masses

rondes identifiées par coloration laisse suggérer qu’ils soient encore intacts. Les lysosomes dans les

cellules nécrotiques sont cassés et le produit de réaction enzymatique est dispersé dans le

cytoplasme. Des masses rondes cytoplasmiques apparemment identiques ont été détectées en

nombre petit dans le foie de rat sain. La microscopie électronique a été ensuite utilisée pour étudier

le développement de ces masses rondes [209,210]. Il a trouvé qu’elles contiennent des organites

dont la structure est bien préservée et parfois des morceaux de chromatine compacte. Elles se

forment par un processus de condensation et de bourgeonnement de l’hépatocyte (Fig. 2) [553]. Le

terme d’origine donné : ‘’shrinkage necrosis’’ [210] semble indésirable pour ce phénomène et le

nom apoptose était proposé, montrant que la morphologie de cette mort cellulaire joue un rôle

opposé à la mitose dans la régulation de la taille des tissus, qui montre  bien sa signification

cinétique [211].

A- XII- 2- APOPTOSE /NECROSE

L’apoptose est un type de mort cellulaire fondamentalement différent de la mort

dégénérative ou nécrose dans sa nature et sa signification biologique. Ainsi, il est évident que

l’apoptose est un processus actif de la cellule dans sa propre destruction génétiquement dirigée. La

nécrose au contraire est essentiellement accidentelle où la mort cellulaire dépend exclusivement de

l’action de facteurs externes comme des agents toxiques et non d’un phénomène interne. L’appui du

concept d’apoptose provient des études ultra structurales, et biochimiques.

L’intérêt de l’apoptose vient de la découverte que cette forme de mort cellulaire dépend de

l’expression de plusieurs gènes qui peuvent induire ou inhiber cette destruction cellulaire [117,546].



                              ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE                                

Cependant une étroite frontière divise les deux formes de mort cellulaire et certaines drogues

peuvent induire l’apoptose et/ou la nécrose. La nécrose est un phénomène de mort cellulaire connu

depuis longtemps et associé à diverses maladies. La membrane des cellules est lésée par un poison

ou par un agent infectieux ; les cellules gonflent ; la membrane se rompt et les enzymes toxiques

contenues dans les cellules sont libérées ; ces substances tuent les cellules environnantes,

déclenchant une réaction inflammatoire et un tissu fibreux anormal se forme qui dénature

l’architecture du tissu de l’organe.

La mort cellulaire programmée est de nature très différente : des millions de cellules

meurent en quelques heures sans entraîner ni inflammation ni lésion dans les tissus où elles

disparaissent. Parce qu’elle constitue un phénomène rapide et discret, la mort cellulaire

programmée est difficile à détecter car c’est un phénomène rapide. La cellule qui commence à

mourir se détache des cellules voisines, puis se désintègre de façon ordonnée : son noyau se

condense, puis se fragmente, les chromosomes et le génome se brisent en fragments réguliers et le

cytoplasme se divise en ballonnets, rapidement ingérés par les cellules voisines. La surface

cellulaire prend un aspect « bouillonnant », mais la membrane de la cellule ne se rompt pas, évitant

toute libération de constituants intracellulaires toxiques dans l’environnement. L’expression de

certaines molécules à la surface de la cellule mourante permet aux cellules voisines ou à des

macrophages de les identifier et de les ingérer. Différence essentielle entre apoptose et nécrose : la

mort programmée résulte non pas d’une destruction cellulaire mais de la mise en œuvre par la

cellule elle-même d’un processus d’autodestruction ; un concept nouveau : celui de suicide

cellulaire. On pense aujourd’hui que les armes de l’autodestruction existent, sous forme inactive,

dans la plupart des cellules prêtes à être utilisées dès qu’elles reçoivent le signal adéquat.
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Figure 2. Séquence des modifications ultrastructurales conduisant à la nécrose et à l’apoptose.
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A- XII- 3- NECROSE

Les étapes morphologiques de la nécrose sont bien connues. Dans un premier temps, la

cellule et les organites cellulaires gonflent, en particulier les mitochondries. On considère d’ailleurs,

que la formation de renflements membranaires (blebbing) est un marqueur d’une souffrance

cellulaire d’origine toxique et d’une évolution vers la nécrose [176,259,288,512]. La chromatine

nucléaire se fragmente en amas compact de contours souvent irréguliers nettement visibles au

microscope électronique. Dans un second temps, les membranes cellulaires éclatent et la cellule se

lyse en libérant son contenu. Les premières étapes peuvent être réversibles, le point de non retour

semblant être atteint quand la membrane devient complètement perméable. La destruction de

l’intégrité membranaire conduit au largage d’enzymes lysosomiales qui accélèrent la lyse cellulaire.

Quand la nécrose survient in vivo, elle est en général accompagnée de phénomènes inflammatoires

et donc facilement identifiables. De nombreux produits cytotoxiques sont capables d’engendrer une

mort cellulaire par nécrose et la lésion initiale peut donc être très variable. Cependant, dans la

cascade des événements irréversibles qui surviennent dans ce processus, des modifications

communes sont observées, en particulier une modification irréversible de l’homéostasie calcique

paraît être un facteur déterminant [42]. Néanmoins, ce n’est pas un facteur suffisant, puisqu’on

retrouve également cette élévation dans les premières étapes du processus d’apoptose. Un autre

événement caractéristique qui apparaît dans la phase finale est la dégradation progressive de la

chromatine nucléaire qui s’accompagne d’une fragmentation aléatoire de l’ADN, nettement

repérable sur gel d’agarose où l’on observe une large bande diffuse (smear).
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A- XII- 4- APOPTOSE

A- XII- 4- 1- Aspects morphologiques

L’apoptose appelée la mort cellulaire programmée est une forme de mort cellulaire

caractérisée par plusieurs aspects morphologiques et biologiques différents de la nécrose. Pendant

le processus apoptotique, les cellules se rétractent et perdent contact avec les cellules voisines, la

chromatine devient compacte et s’agrège en masse très dense à la périphérie du noyau

[210,211,553]. Le cytoplasme se condense également tandis que les membranes plasmique et

nucléaire forment des digitations qui vont conduire à la formation de fragments nucléaires et

cytoplasmiques : les corps apoptotiques.  A l’intérieur de ces membranes, les organites cellulaires

semblent intacts. Dans un tissu, les corps apoptotiques sont rapidement phagocytés et dégradés par

les cellules voisines ou par des macrophages sans que des phénomènes inflammatoires ne se

manifestent [106,449]. Un élément important de l’apoptose est le maintien de l’intégrité des

fragments subcellulaires, évitant ainsi la libération de composés intracellulaires potentiellement

toxiques. Ce qui explique l’absence d’une réponse inflammatoire et qu’il n’y a pas de fibrose

visible après la mort cellulaire. Au contraire, durant la nécrose, le résultat d’un traumatisme sévère,

les cellules endommagées gonflent et perdent leur intégrité membranaire et le résultat de cette

cytolyse s’accompagne d’une réponse inflammatoire [433] et à distance par la possibilité du

développement d’une fibrose avec modification de l’architecture de l’organe. Il faut noter que les

deux processus apoptose et nécrose peuvent survenir en parallèle, tous deux contribuant à la mort

cellulaire. La phagocytose des cellules condensées ou des corps apoptotiques fait de l’apoptose un

événement rapide d’environ trois heures [54].
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A- XII- 4- 2- Aspects biochimiques

Les événements biochimiques se produisant au cours de l’apoptose commencent à être bien

connus [506]. La dégradation de l’ADN a été le plus largement étudiée. En effet, en même temps

que la chromatine se condense, l’ADN est coupé en fragments d’environ 185 paires de base [553]

qui sont détectables par électrophorèse sur gel d’agarose. L’apoptose est un phénomène actif

caractérisé par une augmentation de synthèse d’ARN et de protéines. Cette augmentation de la

synthèse reflète une augmentation de l’activité de plusieurs enzymes nucléaires et cytoplasmiques.

Une de ces enzymes est une endonucléase Ca+2 et Mg2+ dépendante, dont l’identification est encore

incertaine et la nature de(s) l’endonucléase(s) responsable(s) des modification morphologiques dans

le noyau sont en cours d’être identifiées. Actuellement l’intérêt est porté aussi sur un groupe

d’enzymes composé de protéases [295] qui peuvent agir sur des protéines nucléaires.

L’augmentation de l’activité des protéases et des endonucléases est accompagnée d’une profonde

altération de l’ADN du noyau, mais pas l’ADN des mitochondries. La dégradation de l’ADN

apparaît prendre place en deux étapes : l’ADN est en premier clivé en fragments de 300 et 50 kilo

base (kb) [355] et deuxièmement en petits fragments de 180 à 200 paires de bases (pb) qui donne de

typiques bandes en électrophorèse [553]. Ce dernier changement décrit pour la première fois par

Wyllie dans des thymocytes apoptotiques représente une marque biochimique de l’apoptose [79].

L’apoptose peut être induit dans des cellules anucléées, ce qui suggère que ni l’activation de

l’endonucléase, ni la dégradation de l’ADN, ni le signalement nucléaire ne soient nécessaire pour

l’induction et l’exécution de la mort cellulaire programmée [454]. La fragmentation d’ADN n’est

pas universellement observée durant l’apoptose et survient plutôt au stade tardif de l’apoptose. Le

clivage de l’ADN peut être démontré in situ en utilisant la technique TUNEL (terminal

deoxynucleotidyl transferase mediated deoxyuridine triphosphate nick-end-labelling). La méthode
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de cytomètrie en flux, basée sur l’ADN réduit marqué et les cellules rétractées, est intéressante dans

la détection et la quantification de routine de l’apoptose. Cette méthode est basée sur le fait que la

fragmentation de l’ADN observée durant l’apoptose est associée à la diminution de l’ADN lié à un

colorant comme l’iodide de propidium. L’agrégation des organites, la condensation du cytoplasme,

la rétraction de l’ensemble de la cellule semble avoir comme base moléculaire l’induction de la

transglutaminase (TG) cytoplasmique, une enzyme calcium dépendante, qui agit en créant des

bridges entre les résidus glutamine et lysine [123,382]. Cette enzyme semble exprimée

spécifiquement dans les cellules apoptotiques [123] et semble intervenir dans la formation des

structures rigides et serrées des corps apoptotiques qui contiennent beaucoup de protéines reliées.

L’expression de la TG, qui n’est pas universellement observée durant l’apoptose, est trouvée dans

les cellules endothéliales, et dans les cellules du muscle lisse du foie et dans les hépatocytes

seulement s’ils sont en cours d’aller vers l’apoptose [382]. La reconnaissance spécifique par les

macrophages des corps apoptotiques suggère fortement une altération de la composition de la

membrane plasmique, et l’expression de plusieurs marqueurs à la surface des membranes externes

des cellules apoptotiques reconnaissables pour la phagocytose [106,107,449], la phagocytose rapide

des corps apoptotiques étant une part inhérente du programme apoptotique.

A- XII- 4- 3- Perturbations biochimiques et toxicité

Plusieurs mécanismes jouent un rôle déterminant dans la cascade des évènements qui

conduisent à la nécrose ou à l’apoptose. Il s’agit de l’élévation anormale de la concentration

cytosolique en Ca2+ libre, la déplétion en ATP et l’altération de l’état d’oxydoréduction liée à

l’effondrement du taux de glutathion. Ces différentes perturbations sont souvent liées et peuvent

enclencher les mécanismes de cytotoxicité aiguë.
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A- XII- 4- 3- 1- Calcium et cytotoxicité

Le rôle du calcium dans la régulation de nombreuses activités cellulaires est maintenant bien

établi. Un déséquilibre ou une rupture de cette régulation, par une augmentation non contrôlée du

calcium cytosolique, est souvent le premier événement dans le développement de la toxicité.

L’accumulation du calcium cytosolique (Ca2+
i) serait responsable de neurotoxicités des métaux

lourds comme le plomb ou le mercure et de certaines molécules organiques [229]. Une élévation de

la concentration en Ca2+
i contribue également à la toxicité de différents agents hépatotoxiques

comme le tetrachlorure de carbone, le diquat, l’acétaminophène [320,516] et les quinones [113].

Normalement, la concentration de Ca2+
i est maintenue grâce à un contrôle très strict du transport

membranaire et par le maintien des réserves internes situées dans les mitochondries ou le réticulum

endoplasmique. L’accumulation de Ca2+
i peut résulter d’une augmentation de l’entrée de l’ion à

travers les canaux membranaires, d’un largage anormal à partir des réserves internes en particulier

les mitochondries, ou d’une inhibition des mécanismes de sa sortie. La durée et l’amplitude de cette

augmentation sont certainement des points critiques dans le développement de la toxicité.

L’activation d’enzymes dépendantes du Ca2+ et impliquées dans des processus de dégradation joue

un rôle essentiel. Des protéases comme les calpaïnes, qui sont cytosoliques, sont activées par le Ca2+

[332]. L’activité de ces enzymes protéolytiques entraînerait, en particulier, la dégradation des

protéines du cytosquelette et des protéines d’encrage au niveau membranaire, provoquant la

formation de protrusion cytoplasmique (blebs) caractéristiques des atteintes toxiques précoces 

[344].

Deux autres groupes d’enzymes sont activés spécifiquement par le Ca2+ et jouent un rôle

essentiel dans l’évolution vers la nécrose ou l’apoptose. Il s’agit de certaines phospholipases et

endonucléases. Les phospholipases A2 sont calcium et calmoduline dépendantes. Elles régulent le
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largage d’acide arachidonique à partir des phospholipides membranaires. Si l’augmentation de la

concentration Ca2+
i est soutenue, ceci entraîne de graves altérations de la membrane plasmique

[345]; Trump, 1987 #261]. L’apoptose implique l’activation d’endocucléases spécifiques

dépendantes du Ca2+ et du Mg2+. Ceci a été étudié dans l’apoptose induite par les glucocorticoïdes

sur les thymocytes [Wyllie, 1980 #3811; [302]. La fragmentation de l’ADN est précédée d’une

augmentation soutenue de la concentration en Ca2+
i. Le phénomène peut être inhibé par des

chélateurs de Ca2+ et des antagonistes de la calmoduline.

A- XII- 4- 3- 2- Glutathion et toxicité

Le glutathion réduit (GSH) se trouve dans toutes les cellules eucaryotes. Il est localisé

essentiellement dans le cytosol mais également dans les mitochondries et le noyau. Sa concentration

est très variable d’un type cellulaire à l’autre. C’est un puissant nucléophile qui joue un rôle

protecteur essentiel contre les radicaux libres, les oxydants et les molécules à caractère électrophile.

Il intervient en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase qui permet la dégradation de H2O2 au

cours des processus d’oxydation cellulaire. Le GSH est impliqué dans les réactions de phase II qui

permettent l’inactivation des métabolites actifs des xénobiotiques par conjugaison grâce au

glutathion-S-transférase. La concentration en GSH et en glutathion-S-transférase est ainsi

particulièrement élevée dans les hépatocytes [104,309]. La déplétion en GSH expose donc la cellule

à ces diverses agressions toxiques et les ressources cellulaires en GSH jouent un rôle déterminant

dans la résistance aux agressions, en particulier au stress oxydant [121,435]. De nombreux agents

électrophiles sont capables d’induire une déplétion en GSH. L’adriamycine, le diéthylmatéate

(DEM), le bromobenzène sont, par exemple, bien connus pour leur capacité à provoquer une forte

déplétion de GSH dans les cellules en culture, de la même façon que les agents capable d’induire un



                              ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE                                

stress oxydatif tels que l’hyperoxie, l’ozone, le dioxyde d’azote. Bien qu’un pool résiduel de GSH

identifié comme étant mitochondrial subsiste généralement [311,369], l’association de

l’adriamycine avec le diéthylmaléate induit une déplétion totale de l’hépatocyte en GSH [17]. Il est

donc important de pouvoir déterminer par dosage la concentration en GSH et le rapport

GSH/GSSG. C’est un des points essentiels de l’évaluation du statut antioxydant de la cellule qui

doit être complété par la détermination de l’activité des enzymes impliquées dans la défense

antiradicalaire (superoxyde dismutase, catalase).

A- XII- 4- 3- 3- Déplétion en ATP et toxicité

Cette déplétion ainsi que la diminution du rapport ATP/ADP sont à l’origine de troubles

concernant toutes les activités cellulaires qui nécessitent de l’énergie. Elle conduit à un arrêt rapide

des fonctions essentielles de la cellule. L’origine de cette déplétion est souvent liée à une atteinte

mitochondriale. Cette déplétion, si elle apparaît précocement, entraîne rapidement l’élévation de la

concentration en Ca2+
i par inhibition des ATPases impliquées dans le contrôle de l’homéostasie

calcique. Il est généralement admis que la destruction de l’intégrité membranaire, en particulier de

la membrane plasmique, est un événement critique qui peut conduire à la mort cellulaire, in vitro

comme in vivo. Des tests sur cultures cellulaires permettent d’évaluer cette atteinte membranaire et

la perte de viabilité. Cependant les rôles de la déplétion en groupements thiol et surtout la

modification de l’homéostasie calcique dans les mécanismes qui conduisent à la mort cellulaire sont

encore sujets à controverses et nécessitent de continuer des investigations in vivo et in vitro.
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A- XII- 4- 4- Contrôle génétique de l’apoptose

L’apoptose est marquée par les changements dans l’expression des gènes capables d’induire

ou d’inhiber la mort cellulaire programmée. Ces gènes ont été d’abord identifiés dans le nématode

Caenorhabditis elegans [117]. C’est ce nématode, un des plus petits organismes pluricellulaires (un

ver transparent), qui a permis d’identifier vers les années 1987 la première preuve de suicide

cellulaire commandé par des gènes. L’analyse de mutants génétiques a permis d’identifier trois

gènes qui jouent un rôle essentiel dans la régulation de la mort cellulaire : ced-3 et ced-4 dont

l’expression provoque la mort cellulaire et ced-9 dont l’expression empêche cette mort. Ainsi

certains gènes ont pour fonction d’interrompre prématurément la vie d’une cellule et d’autres de lui

permettre de survivre. Les gènes de survie ont un effet dominant, c’est seulement en l’absence de

molécules codées par les gènes de survie que les produits des gènes tueurs entraînent le suicide.

Récemment plusieurs gènes ont été découverts dans les cellules mammifères [295,407]. Le

proto-oncogène Bcl-2 (de B-cell lymphoma/leukemia 2, ced-9 son homologue chez C. elegans)

prolonge la survie cellulaire par inhibition de la mort programmée des cellules. La protéine Bcl-2,

une protéine de 25-26 kDa, localisée dans la membrane externe du noyau et de la mitochondrie et

sur le reticulum endoplasmique [270,408], peut agir comme antioxydant puisque in vitro, elle

inhibe l’apoptose induite par H2O2 [181]. La suppression de Bcl-2 conduit à la survie de cellules qui

doivent normalement mourir. Normalement les cellules ont besoin de signalement par des

molécules sécrétées par d’autres cellules pour éviter l’apoptose. Autrement, à défaut, elles meurent.

Cette mort par défaut peut être bloquée par Bcl-2 et le mécanisme précis par lequel il inhibe

l’apoptose reste mal connu. Bcl-2 est régulée par les gènes de la famille Bcl-2 incluant Bcl-x, Bax,

Bak et Bad. Bcl-x inhibe aussi l’apoptose, Bad, Bak et Bax peuvent dimèriser avec Bcl-2 ou Bcl-x

en inhibant leur fonction et induisent l’apoptose. Quoique l’expression tissulaire de Bak, Bad et
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Bcl-x reste incomplètement caractérisée, Bax a été identifié dans le foie, le pancréas, l’estomac et

dans le gros intestin. Le gène c-myc a été associé à la croissance et la prolifération cellulaire [71].

L’expression de c-myc est nécessaire pour l’entrée en phase S du cycle cellulaire et l’inhibition de

son expression est associée à la quiescence cellulaire. L’expression anormale de c-myc a été

impliquée dans la carcinogenèse. L’expression de c-myc a été aussi liée à l’apoptose. L’expression

de c-myc dans les cellules d’hépatome conduit à une mort cellulaire montrant des traits

apoptotiques. Les mécanismes moléculaires qui régulent ces fonctions opposées de la protéine c-

myc restent obscurs.

Le suppresseur de tumeurs p53 est un régulateur positif de l’expression de Bax et un

régulateur négatif de l’expression de Bcl-2. Le gène p53 et sa protéine peuvent induire l’apoptose

[266,558], mais cette action reste à confirmer dans l’apoptose hépatocytaire [453]. L’inactivation

du gène p53 par une délétion ou une mutation joue un rôle critique dans une large variété de

tumeurs humaines, la carcinum hépatocellulaire inclus. La principale fonction de p53 apparaît dans

la réponse cellulaire à un dommage de l’ADN, ceci en prévention à une accumulation potentielle de

mutations oncogéniques ou d’une instabilité génomique [20]. De ce rôle de p53 comme un gardien

du génome [248] provient la base de son activité anti-tumorale. L’arrêt du cycle cellulaire en phase

G1 [204,205] et l’apoptose [74,256] ont été montrés dépendants de la fonction de p53 normale. P53

active la transcription de plusieurs gènes dont les produits sont impliqués dans la réparation de

l’ADN ou dans l’apoptose incluant Bcl-2/Bax, α-TGF  et CD-95 [204,331]. Les gènes inducteurs,

comme p53, permettent d’orienter les cellules anormales vers l’apoptose empêchant ainsi une

prolifération cellulaire anarchique. Si l’ADN d’une cellule est endommagé, la protéine p53 bloque

le cycle, afin de laisser à la cellule le temps de réparer l’ADN. Le passage en phase S étant inhibé,

l’ADN peut alors, soit être réparé, l’action de p53 s’interrompt et le cycle reprend, soit ne pas être
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réparé et la cellule est orientée vers l’apoptose. Certains cancers sont dus à un déficit en protéines

p53.

L’homme a des gènes très semblables aux gènes ced-3, ced-4 et ced-9. Ainsi les gènes qui

contrôlent le suicide cellulaire ont été conservés au cours de l’évolution. On a longtemps pensé que

ces programmes de suicide cellulaire n’étaient opérationnels que pendant la période du

développement embryonnaire. Ce sont les recherches sur les mécanismes de certaines maladies,

comme le cancer et le SIDA, qui ont révélé que les programmes de suicide cellulaire continuaient à

jouer un rôle déterminant tout au long de l’existence. Toutes les cellules de mammifères étudiées

jusqu’à présent, qu’elles proviennent d’un embryon, d’un enfant ou d’un adulte, s’autodétruisent

dès qu’elles sont privées de contacts avec d’autres cellules. La survie de chacune des cellules de

l’organisme dépend de la réception permanente ou à intervalles réguliers de signaux de survie, émis

par d’autres cellules et qui empêchent la mise en route du programme du suicide cellulaire. Un tel

mode de fonctionnement lie étroitement le destin de chaque cellule à celui de l’organisme tout

entier. Il permet à l’organisme d’adapter la taille d’une population cellulaire à ses besoins : par

exemple, lors d’une infection, le nombre des lymphocytes augmente brutalement, mais une fois

l’infection jugulée, la situation se normalise par un phénomène massif de suicide cellulaire qui

n’épargne qu’un petit pourcentage de lymphocytes spécifiques de l’agent infectieux, garant de la

mémoire immunologique. Toute cellule qui reçoit les signaux de multiplication s’autodétruit, sauf si

elle reçoit en même temps, ou auparavant, des signaux de survie, qui déclenchent l’expression des

gènes réprimant le suicide cellulaire, tels que Bcl-2 (homologue humain de ced-9). Une catégorie de

signaux favorise le déclenchement de la mort : ce sont des molécules de surface qui agissent lors

des contacts entre cellules ou qui sont libérées dans le milieu et se fixent sur les récepteurs de

surface des cellules cibles. Les membres les plus étudiés de cette famille sont deux molécules
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exprimées notamment par les cellules du système immunitaire : le facteur nécrosant des tumeurs

(TNF) et le ligand du récepteur Fas. Ainsi la survie ou la mort d’une cellule dépend non seulement

de la nature des signaux qu’elle reçoit à un moment donné, mais aussi de ceux qu’elle a reçu

auparavant. Pourtant, exception à cette règle, le système immunitaire peut obliger une cellule à

s’autodétruire indépendamment de la nature des signaux qu’elle a reçu de son environnement et des

gènes de survie qu’elle exprime. Lorsque des agents infectieux, comme les virus, certaines bactéries

et de nombreux parasites sont capables de se multiplier à l’intérieur des cellules de l’organisme, le

système immunitaire les détruit en forçant les cellules infectées au suicide. Dans ce cas, les

lymphocytes tueurs libèrent au contact des cellules qu’ils reconnaissent comme anormales ou

infectées des protéines granzymes et perforines qui pénètrent dans la cellule ciblée. Les granzymes

activent directement en les coupant les précurseurs inactifs des caspases (les exécuteurs du suicide)

de la cellule anormale. Les mécanismes moléculaires qui déterminent la décision de survie ou de

mort des cellules de mammifères se sont révélés beaucoup plus complexes que ne le laissaient

soupçonner les résultats obtenus par l’étude de C. elegans.

La famille des caspases humaines (homologues de ced-3), qui déclenchent la machinerie

d’autodestruction, compte au moins dix membres. Un même degré de complexité est apparu dans

les homologues humains du gène ced-9. Aujourd’hui on en connaît dix membres qui composent la

famille Bcl-2 avec ses deux sous-famille antagonistes : une sous-famille comprenant Bcl-2 et Bcl-x

qui favorisent la survie et l’autre sous-famille comprenant Bax et Bad qui déclenchent le suicide.

Un homologue humain du gène ced-4, apaf-1 vient d’être découvert au courant de l’année 1997.

Ainsi le contrôle du suicide des cellules se révèle aussi complexe que celui de leur différenciation et

de leur multiplication. En 1990, J.C. Ameisen, propose que les maladies caractérisées par la
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disparition de certaines populations cellulaires, dont le SIDA, pourraient résulter d’anomalies du

fonctionnement des programmes du suicide cellulaire.

A- XII- 4- 5- L’apoptose pathologique et expérimentale

Biava et Mukhlova-Montiel étaient parmi les premiers à suggérer l’utilisation du microscope

électronique pour distinguer les Councilman bodies dans les cellules du foie humain [35]. Il est à

noter qu’en dehors de l’intérêt récent, l’apoptose n’a pas été sujet à une analyse systématique dans

les maladies du foie. Dans les conditions expérimentales, plus de résultats sont disponibles

particulièrement pour l’action apoptotique de plusieurs drogues et agents toxiques. L’exemple le

plus ancien de l’apoptose hépatocytaire est observé dans la maladie du foie due au virus de la fièvre

jaune [192]. Il est aussi connu que des virus qui induisent des maladies hépatiques peuvent causer à

la fois apoptose et nécrose [105,192]. L’évolution du cancer est le résultat d’un déséquilibre entre

les mitoses cellulaires anormales et l’apoptose, avec le premier qui devient plus important que le

deuxième. Une conséquence importante en oncologie et de promouvoir l’apoptose par

chimiothérapie ou par des drogues anticancéreuses pour limiter la prolifération cellulaire [472].

L’apoptose a été aussi étudiée in vitro dans des hépatocytes en culture primaire et dans des lignées

cellulaires d’hépatomes pour obtenir des informations concernant le mécanisme de la mort

cellulaire programmée. Il a été noté que certains cancérigènes, comme le phénobarbital, peuvent

supprimer l’apoptose et par conséquent favoriser le développement de la tumeur [54]. Plusieurs

agents toxiques sont connus pour causer l’apoptose hépatique, comme l’alcool chez le rat et la

souris [18,151]. D’autres exemples de drogues peuvent induire l’apoptose des hépatocytes comme

le dimethylnitrosamine [393,405], thiocetamide [253], cocaine [66], cycloheximide [120,254]. Il est

important de noter que ces agents toxiques sont souvent accompagnés par les deux formes de mort
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cellulaire, la nécrose et l’apoptose [253]. L’apoptose a été aussi décrite dans le foie après

administration du CCl4 [53], galactosamine [306], alfatoxine [44], cuivre [222]. Dans les cultures

d’hépatocytes, il faut noter que l’apoptose peut se produire spontanément et que la mort cellulaire

programmée semble dépendre de la densité cellulaire [278]. L’utilisation des cultures primaires

d’hépatocytes permet de comprendre le mécanisme de l’apoptose. Patel et al., [374] ont bien

montré que le sel biliaire glycodeoxycholate peut induire l’apoptose des hépatocytes de rat en

augmentant la concentration du Mg2+ et en stimulant l’endonucléase-Mg2+. D’autres auteurs

[404,462] ont analysé les différents facteurs qui agissent dans l’induction de l’apoptose des

hépatocytes de souris en culture par l’acétaminophène. Dans ce système, ils ont montré que l’acide

tricarboxylique, un inhibiteur de l’endocucléase-Ca2+, et l’EGTA, un chélateur du Ca2+, réduisent la

fragmentation de l’ADN. Dans ce contexte d’études sur le mécanisme de l’apoptose, les lignées

cellulaires d’hépatomes humains peuvent être utilisées [337]. L’apoptose peut être induite in vitro et

in vivo par plusieurs composés naturels comme le TGFβ1 qui est connu pour inhiber la synthèse

d’ADN et donc considéré antiprolifératif. Son rôle inducteur de l’apoptose a été analysé in vitro sur

des hépatocytes en culture primaire et sur des lignées d’hépatomes [268,354]. L’activin qui fait

partie de la superfamille des TGF induit, aussi bien in vitro qu’in vivo, une perte significative des

hépatocytes par apoptose [188,455]. TNFα induit in vivo [257,258] et  in vitro [257,463] l’apoptose

des hépatocytes. Son action in vitro semble potentialisée par l’interféron gamma [463].
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B- BASES MOLÉCULAIRES ET CELLULAIRES DES ADDICTIONS

La dépendance résulte des adaptations des neurones centraux spécifiques suite à la répétition

de l’exposition à une drogue d’addiction. Ces adaptations se combinent pour former un

comportement complexe qui définit l’état de dépendance. Les études progressent pour identifier ces

adaptations temporelles, les adaptations induites par les substances d’addiction et pour les relier à

un aspect comportemental particulier de l’addiction.

Les recherches actuelles ont besoin de comprendre les types d’adaptations qui sont

particulièrement à la base des aspects vécus à long terme telle la compulsion et la rechute, et

d’identifier les gènes spécifiques qui contribuent aux différences de vulnérabilité des individus vis-

à-vis des drogues.

La compréhension des bases cellulaires et moléculaires des états de dépendance va

permettre de revoir notre point de vue sur les addictions et enfin pour mieux les traiter.
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La dépendance est un phénomène complexe avec des causes psychologiques et sociales et des

conséquences très importantes. Cependant, à sa base, la dépendance implique des processus

biologiques c’est-à-dire les effets de l’exposition répétée à un agent biologique (drogue) sur un

substratum biologique (le cerveau) au cours du temps. Le stade ultime est l’adaptation de neurones

individuels à l’action de la drogue qui les a activés, puis à leur tour ces neurones vont modifier le

fonctionnement de tout le circuit neuronal où elles opèrent. Ceci entraîne éventuellement un

comportement complexe où prennent part la dépendance, la tolérance, la sensibilisation et la

compulsion [232,234,244,550]. Un challenge crucial pour la compréhension des bases biologiques

des addictions serait de connaître l’ensemble des processus temporaux impliqués (Fig. 3). Ainsi,

l’évènement initial qui mène vers l’état de dépendance implique une action aiguë de la drogue sur la

protéine ciblée et par conséquent son action sur les neurones qui expriment cette protéine. Ces

actions sont actuellement assez bien reconnues [232,234,244,550] et ne seront exposées, ici, que les

adaptations cellulaires et moléculaires qui se produisent graduellement dans les neurones

spécifiques en réponse aux actions chroniques, particulièrement celles qui ont un lien avec les

modifications comportementales associées aux dépendances.

L’exemple des opioides et de la cocaïne sera développé non seulement parce que ces

drogues sont les plus illicites et entraînent le plus de dépendance, mais aussi parce que les

adaptations qu’elles produisent sous leurs actions chroniques sont assez bien élucidées. Les

adaptations vécues, relativement à court terme et les traits de l’addiction, relativement de courte

durée, par exemple le syndrome de retrait somatique et motivationnel et les modifications de

sensibilité à la drogue, sont de plus en plus bien établis. Au contraire, le besoin majeur des études

futures est d’identifier et de caractériser les adaptations vécues à long terme qui couvrent les aspects

de l’addiction, comme la compulsion et la rechute, qui peuvent persister durant toute une vie.
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Figure 3. Schéma illustrant le cycle de vie de l’addiction : effet complexe et temps dépendant de

l’exposition à une drogue. Les cases en haut illustrent les processus proéminents associés à chaque

stade de l’action des drogues [232,234,244,550]. Les cases en bas montrent les processus

moléculaires et cellulaires impliqués (les flèches indiquent le sens de l’évolution). La flèche

discontinue indique que les modifications dans les neurotransmissions associées à l’abstinence de

court terme (syndrome de retrait) sont supposées être le résultat des adaptations moléculaires et

cellulaires aux actions chroniques de la drogue (addiction).

B- I-  UP-RÉGULATION DE LA VOIE DE L’AMPc

L’adaptation moléculaire à l’exposition chronique la plus établie est l’up régulation de la

voie de l’adénosine 3’,5’-monophosphate (AMPc), un phénomène découvert en premier dans des

cellules hybrides (neuroblastome x gliome) et démontré plus tard dans les neurones [341] en

réponse à l’administration répétée d’opioide [77,461]. L’exposition aiguë aux opioides inhibe la

voie de l’AMPc dans différents types de neurones dans le cerveau [72], alors que l’administration
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chronique des opioides induit une up régulation compensatrice de la voie de l’AMPc dans certains

de ces neurones. L’up régulation de la voie de l’AMPc s’opposerait à l’inhibition de cette voie

induite par l’administration aiguë des opioides et par conséquent représente une forme de tolérance

physiologique : après le retrait des opioides, l’up régulation de la voie de l’AMPc permettrait une

reprise totale de sa fonctionnalité et contribue aux traits de la dépendance et du syndrome de retrait

[77,341,461].

Actuellement, des évidences directes ont été obtenues qui supportent ce modèle dans les

neurones du locus cœruleus ou LC, le noyau noradrenergique majeur du cerveau. Ces neurones

régulent normalement l’attention et les activités du système nerveux autonome et ont été impliqués

dans le syndrome de retrait des opioides [6]. L’up régulation de la voie de l’AMPc dans le LC

[226,283,341,342,398] (Fig. 4) serait responsable de l’augmentation de l’activité neuronale

intrinsèque du neurone via l’activation non sélective d’un canal cationique [9,10].

Cette augmentation de l’activité neuronale a été reliée à certains comportements spécifiques

lors d’un syndrome de retrait des opioides [6,226,235,280,283,342,398]. L’augmentation de

l’activité du LC au cours d’un syndrome de retrait est aussi causée par une augmentation de

l’activité gutamatergique des neurones [7,402]. Ceci pourrait se faire, en partie, via l’up régulation

de la voie de l’AMPc des neurones sensoriels primaires [90,499], qui contribueraient à l’activation

de voies ascendantes excitatrices vers le LC.

Même si le débat sur l’importance de la contribution du LC aux traits généraux du syndrome

de retrait des opioides demeure [73], son homogénéité cellulaire et neurochimique en fait un

système modèle utile pour identifier précisément les mécanismes moléculaires et cellulaires à la

base des adaptations neuronales à l’exposition chronique aux drogues.
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Les opioides inhibent fortement les neurones du LC par augmentation de la conductance des

canaux entrant rectificateurs K+ couplés aux protéines Gi/o et par abaissement des courants entrant

Na+ dépendants couplés aux protéines Gi/o. Ceci inhibe l’adénylate cyclase (AC) et baisse les

concentrations d’AMPc et réduit l’activité des kinases AMPc dépendantes PKA, la phosphorylation

des canaux et pompes et nombreuses autres protéines et affecte d’autres processus dans le neurone.

Par exemple, la phosphorylation de CREB baisse et peut initier des modifications à long terme dans

la fonction des neurones du LC. Les flèches bleues résument l’effet de l’administration chronique

de la morphine dans le LC. La morphine chronique augmente la concentration des types I et VIII de

l’AC, la sous-unité catalytique (C) et régulatrice (RII) de la PKA et d’autres phosphoprotéines

incluant CREB. Ces changements contribuent aux altérations associées au phénotype de l’état

dépendant. Par exemple, l’excitabilité intrinsèque des neurones du LC est augmentée par

l’augmentation de l’activité de la voie AMPc et des courants entrants Na+ dépendants qui

contribuent à la tolérance, la dépendance et le syndrome de retrait que montrent ces neurones. L’up

régulation du type VIII de l’AC est lié à CREB alors que celles du type I de l’AC et des sous-unités

de la PKA seraient CREB indépendantes et liées à un mécanisme inconnu.
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Figure 4. Schéma illustrant l’action des opioides dans le locus cœruleus.

La connaissance précise des étapes moléculaires par lesquelles l’up régulation de la voie de

l’AMPc se produit est connue (Fig. 4). L’administration chronique des opioides up régule

sélectivement les deux formes de l’adenylate cyclase (type I et VIII) dans ces neurones [249,298].

L’up régulation du type VIII semble via l’APMc responsive element binding protein (CREB), une

protéine dont la régulation dans le cerveau est majoritairement dépendante de l’AMPc. Une

réduction des concentrations de CREB, obtenue par une infusion d’oligodésoxynucléotides (ODNs)

anti CREB directement dans cette région, bloque l’induction de cette enzyme induite par
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l’administration de la morphine [249]. Au contraire, l’up régulation du type I de l’AC et des sous-

unités de la PKA n’est pas altérée par ce traitement, ce qui laisse supposer que leur régulation se

ferait via des mécanismes distincts. En accord avec ces résultats, le traitement par les ODNs de

CREB atténue partiellement l’activation des neurones du LC durant le retrait ainsi que la sévérité de

certains comportements spécifiques au retrait des opioides [249]. Ces observations dans le LC sont

consistantes avec l’observation générale que des souris mutantes déficientes en CREB, une

déficience ubiquitaire, montrent une atténuation du syndrome de retrait des opioides [281].

L’up régulation de la voie AMPc se produit également dans les neurones du noyau

accumbens ou NA en réponse à l’administration chronique d’opioides, de cocaïne ou d’alcool

[370,450,521]. Cependant, il reste à savoir lequel type de neurones dans cette région exprime cette

adaptation. Le NA, une cible du système mésolimbique dopaminergique, joue un rôle dans l’état

motivationnel et est impliqué dans l’action de renforcement de la majorité des substances

d’addiction [234,235,244,550]. Parce que les récepteurs de la dopamine D1 agissent via les

protéines excitatrices hétérotrimériques liant le GTP ou protéines Gs et activent la voie AMPc, l’up

régulation de cette voie dans le NA pourrait contribuer à l’hypersensibilité des récepteurs D1

observée dans ces neurones, qui se produit sans aucun changement détectable dans les récepteurs

eux-mêmes, après exposition chronique à la cocaïne ou autres stimulants [169]. Des évidences

montrent que l’up régulation de la voie de l’AMPc peut produire cet effet via la phosphorylation par

la PKA de canaux Na+ voltage dépendants [541].

Des études récentes ont fait un lien direct entre l’up régulation de la voie AMPc dans le NA

et les aspects comportementaux de l’action de drogues. Une hypothèse propose que l’up régulation

de la voie AMPc s’oppose aux mécanismes de renforcement des drogues et des substances de

renforcement naturelles et contribue à un effet motivationnel négatif ou aversif durant le retrait

[458,527]. Une hypothèse contraire est également proposée [207]. Il existe aussi des évidences que



                              ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE                                

l’up régulation de la voie de l’AMPc peut simultanément contribuer à la sensibilisation de

l’activation motrice des stimulants [96,314].

Le mécanisme par lequel l’exposition chronique aux drogues induit l’up régulation de la

voie de l’AMPc dans le NA n’est pas encore clair. L’administration chronique d’opioides et autres

stimulants altère la phosphorylation de CREB [76,517] ou son expression [543] dans cette région et

d’autres régions du striatum. Étant donné que les gènes des peptides opioides contiennent le site

CRE (AMPc responsive element) de l’action de CREB sur l’ADN et que l’administration chronique

de drogues régule CREB, les peptides opioides sont des cibles potentielles de l’action de CREB

dans ces régions [189,480]. Cependant, ces adaptations moléculaires n’ont pas encore été liées

directement aux comportements régulés par les drogues. En accord avec son implication dans

l’addiction, CREB a aussi été impliquée dans la médiation de formes à long terme de plasticité

neuronale et comportementale [45,60,103,236,557].

Des évidences préliminaires ont également impliqué la voie de l’AMPc dans d’autres

régions cérébrales, incluant l’aire ventrale tégmentale ou VTA, le noyau des corps des cellules du

système mésolimbique dopaminergique impliqué dans le renforcement des drogues [41,505] et

l’aire periaqueductale grise ou PAG, une région qui contient un noyau sérotoninergique impliqué

dans le syndrome de retrait des opioides [199,283,398]. Des évidences biochimiques et

électrophysiologiques suggèrent que l’exposition chronique aux opioides up régule la voie de

l’AMPc dans ces régions cérébrales, spécifiquement dans des neurones GABAergiques (contenant

l’acide γ -amino-butyrique) innervant les cellules dopaminergiques et sérotoninergiques

[41,199,505]. En accord avec ce modèle, l’up régulation de la voie de l’AMPc peut stimuler la

libération du GABA durant le retrait et inhiber l’activité des neurones dopaminergiques et

sérotoninergiques. L’inhibition des premiers est supposée responsable de la réduction de la

neurotransmission dopaminergique du VTA au NA, qui se produit lors des phases précoces du
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retrait des drogues, et de l’aversion associée au retrait [234,245]. L’inhibition des seconds est

supposée contribuer aux aspects somatiques et motivationnels du retrait via l’inhibition de

l’innervation diffuse par la sérotonine de l’ensemble de l’axe neural [198,199,232,234,244,550].

Les travaux réalisés sur ces régions cérébrales discrètes suggèrent l’hypothèse que l’up

régulation de la voie de l’AMPc pourrait se produire également dans d’autres régions cérébrales

suite à l’administration chronique d’opioides ou autres drogues. Par exemple, l’up régulation peut

se produire dans certains types de cellules spécifiques du cortex et de l’hippocampe. Ces régions

cérébrales jouent un rôle critique dans les aspects à long terme, particulièrement cognitifs, de

l’addiction (voir plus loin). De telles adaptations n’ont pas encore été détectées dans ces régions par

les méthodes biochimiques probablement à cause de leur grande hétérogénéité cellulaire.

B- II- ADAPTATIONS DANS LE COUPLAGE RÉCEPTEUR-PROTÉINES G

 Les récepteurs opioides et dopaminergiques, qui appartiennent à la superfamille des récepteurs

couplés aux protéines G, sont des médiateurs critiques des effets aigus de renforcement des

opioides et de la cocaïne [232,234,244,550]. Ces récepteurs et autres récepteurs couplés aux

protéines G subissent des processus complexes de désensibilisation et de down régulation après une

exposition courte à leurs agonistes. Une question importante n’a pas encore reçu de réponse, c’est

de savoir si les adaptations dans ces processus contribuent ou non aux modifications à long terme

de la sensibilité des récepteurs, comme la tolérance ou la sensibilisation, qui se produisent lors des

expositions répétées aux drogues d’addiction (Fig. 5). Le challenge serait de montrer que ces

adaptations sont à la base de la plasticité comportementale lors de l’exposition aux drogues.

Un mécanisme hypothétique de la désensibilisation à court terme des récepteurs opioides et

D2 serait leur phosphorylation. Ce modèle prédit que ces récepteurs fonctionnent comme les
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récepteurs β adrénergiques dont la phosphorylation par différentes kinases peut induire leur

internalisation et peut-être même réduit l’efficacité de leur couplage aux protéines G [130]. Un tel

mécanisme implique les kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRKs). Ces dernières

phosphorylent uniquement la forme du récepteur lié à l’agoniste et les protéines associées,

nommées arrestines qui lient et séquestrent le récepteur phosphoré. Les récepteurs opioides et

dopaminergiques sont phosphorés par les GRKs et d’autres kinases. Dans certaines études, la

phosphorylation aboutit à une désensibilisation des récepteurs [12,240,376,560,562]. De façon

similaire, les récepteurs opioides subissent une internalisation suite à l’application aigue in vitro ou

in vivo de l’agoniste [372,485].

Cependant, l’altération de ces mécanismes de phosphorylation et internalisation des

récepteurs sous l’administration chronique des drogues n’est pas claire. Une étude a montré une up

régulation des concentrations de certaines GRKs et d’arrestines dans des régions spécifiques du

cerveau après administration chronique d’opioides [500].

Un autre mécanisme hypothétique pour l’adaptation fonctionnelle des récepteurs opioides et

dopaminergiques à l’administration chronique de drogues implique l’altération du couplage entre

les récepteurs et les protéines G [469,497,540]. Ceci peut résulter d’adaptations dans les

mécanismes de la phosphorylation des récepteurs ou alternativement, dans l’abondance des sous-

unités des protéines G ou des nombreuses autres protéines capables de modifier la fonction des

protéines G. De plus, l’exposition chronique à la cocaïne ou à la morphine baisse l’expression des

sous-unités αi/o des protéines G, responsables du mécanisme initial de couplage des récepteurs

opioides aux récepteurs D2-like dopaminergiques dans des régions cérébrales spécifiques

[14,484,491,499]. Des adaptations ont également été démontrées pour d’autres types de sous-unités

α des protéines G [528,533]. Il serait donc intéressant de savoir si l’exposition chronique aux

drogues modifie le couplage des récepteurs aux protéines G via des régulations de l’expression
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d’autres protéines capables de modifier la fonction des sous-unités α des protéines G. Celles-ci

incluent les sous-unités βγ des protéines G [97], la phosducine qui régule la liaison des sous-unités

γβ à leur sous-unité α ou encore les protéines RGS (régulatrices de la signalisation des protéines G).

Ces dernières affectent l’activité GTPasique intrinsèque des sous-unités α [108]. La découverte de

plusieurs formes de RGS (18 isoformes) capables de réguler la fonction des sous-unités Gαi/o

suivant un paterne d’expression spécifique dans le cerveau en fait des cibles attractives dans les

mécanismes d’adaptation aux drogues [108,150]. De plus, la tolérance ou la sensibilisation peut être

le résultat d’altérations des canaux ioniques [239], par exemple les canaux ioniques K+ (G protein-

gated inwardly rectifiying K+ channels) et les canaux Ca2+ présynaptiques, qui sont des médiateurs

d’effets aigus des récepteurs opioides et dopaminergiques.

B- III- ADAPTATIONS CELLULAIRES ET MOLÉCULAIRES DE LONGUE DURÉE

Dans l’ensemble les adaptations moléculaires et cellulaires à l’administration répétée de

drogues persistent seulement pendant de courtes durées après la cessation de l’administration des

drogues par opposition à certaines conséquences de cette exposition qui elles sont de longue durée

aussi bien chez l’homme que chez l’animal. Le but des recherches actuelles est de clarifier les bases

moléculaires et cellulaires de ces adaptations de longue durée. Une possibilité, par analogie aux

modèles de la mémoire à long terme [45,60,103,236,557], est que ces adaptations de long terme

impliquent des changements relativement stables de l’expression des gènes, qui induisent des

changements dans la neurotransmission et peut-être dans la structure et le nombre de synapses

formées par un seul neurone. Les facteurs de transcription représentent clairement un mécanisme

potentiel de la persistance de la plasticité induite par les drogues. Le rôle de CREB a déjà été

discuté et celui des facteurs de la famille Jun et Fos est également très étudié dans le contexte des
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addictions. Plusieurs facteurs sont rapidement, mais transitoirement, induits dans le NA et le

striatum par l’administration aiguë de stimulants, d’opioides ou de nicotine. Au contraire,

l’administration chronique de drogues désensibilise l’induction de ces protéines et résulte dans

l’accumulation graduelle de nouvelles Fos-like protéines appelées chronique FRAs ou Fos-related

antigen [186,323,347,385]. Ces FRAs ont été identifiées comme des isoformes de ΔFos, une forme

tronquée du produit du gène FosB [70,179,289]. Par leur stabilité extraordinaire, les isoformes

ΔFosB s’accumulent dans le cerveau au cours des administrations répétées de drogues [70] et

pourraient être les candidats médiateurs des commutations ou ‘’switches’’ moléculaires à la base

des adaptations aux effets à long terme des drogues. Même si les gènes cibles des isoformes ΔfosB

sont encore inconnus, l’importance de ces formes dans la médiation de la plasticité

comportementale aux drogues d’addiction a été montrée : la lignée de souris FosB/KO est plus

sensible aux effets moteurs et de renforcement de la cocaïne [179]. Ces résultats sont en faveur de

l’hypothèse selon laquelle l’induction de ces protéines représente une adaptation compensatrice qui

s’oppose aux effets aigus des drogues. Les adaptations dans la transmission glutamatergique

représentent un médiateur potentiel des effets à long terme des drogues, en vertu de son rôle général

dans la modulation de la plasticité neuronale [269].
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L’induction d’adaptations dans l’efficacité de couplage des récepteurs avec les protéines

Gi/o peut contribuer aux aspects de tolérance et de sensibilisation. Un mécanisme possible serait

l’adaptation dans les processus médiateurs de la désensibilisation aiguë de la fonction du récepteur,

par exemple par phosphorylation par les GRKs (1). Les autres mécanismes possibles incluent

l’altération des concentrations des sous-unités α (2) ou βγ (3) des protéines G ou autres protéines,

comme la phosducine (4) ou RGS (5), qui modulent la fonction des protéines G. La

phosphorylation du récepteur, par la PKA, ne participe pas à sa désensibilisation aigue car

l’activation du récepteur inhibe la PKA. Cependant, l’up régulation de la kinase [6,235,280] après

une administration chronique des drogues (voir Fig. 4) peut phosphoryler, et par conséquent réguler

la fonction du récepteur pendant le retrait. L’internalisation du récepteur phosphoré est également

montrée.
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Figure 5. Schéma illustrant les mécanismes possibles de modifications induites par les drogues sur

la sensibilité des récepteurs opioides ou dopamine-D2.

Les neurones dopaminergiques de la VTA montrent une augmentation de sensibilité à la

stimulation, par l’acide α−amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique (AMPA), des

récepteurs au glutamate après exposition chronique aux stimulants [542,563]. Ceci pourrait être le

résultat d’une sur-expression de sous-unités spécifiques des récepteurs AMPA dans ces neurones en
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réponse à l’administration chronique d’opioides, de cocaïne ou d’alcool. Cette adaptation pourrait

contribuer à l’élévation de l’activité du système dopaminergique mésolimbique, un mécanisme

proposé dans la sensibilité aux drogues [195,200,232,234,244,245,427,550]. Cette possibilité a été

confortée directement par le fait que la sur-expression de certaines sous-unités des récepteurs

AMPA dans les neurones VTA uniquement, par l’utilisation des techniques de transfert des gènes

par les virus, sensibilise les animaux aux effets moteurs et de renforcement de la morphine [61]. Les

neurones du NA montrent également des altérations de leur sensibilité au glutamate et de

l’expression de sous-unités spécifiques des récepteurs au glutamate [275,542,563].

Le rôle de la transmission glutamatergique dans les addictions a également été renforcé par

plusieurs études qui ont montré que la co-administration des antagonistes des récepteurs au

glutamate, particulièrement de type N-methyl-D-aspartate (NMDA), atténue le développement de la

tolérance aux effets analgésiques des opioides et la sensibilité aux effets moteurs de plusieurs

drogues d’addiction [116,195,200,427,511]. L’inhibition pharmacologique ou par les ODNs

antisens de l’enzyme de synthèse du monoxyde d’azote (NO) NOS, produit des effets similaires

[227,228,530]. Cette enzyme génère un signal NO en réponse à l’activation des récepteurs NMDA,

lequel NO est proposé un médiateur de certains effets du récepteur. Cependant, les interactions

entre les antagonistes des récepteurs NMDA et les drogues d’addiction sont plus complexes que la

simple inhibition des derniers par les premiers. Comme pour les opioides, la cocaïne et les drogues

d’addiction, les antagonistes NMDA, comme la phencyclidine (PCP) et le MK-801, ont des effets

stimulants et de renforcement propre, et peuvent potentialiser les effets activateurs et de

renforcement des drogues d’addiction [62]. Ces observations suggèrent que la co-administration

chronique des antagonistes NMDA augmente l’addiction à certaines drogues, en dehors de ses

effets sur la tolérance analgésique et la sensibilisation motrice. Clairement, des efforts plus
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importants devraient être réalisés pour caractériser les bases moléculaires et cellulaires des

interactions complexes entre ces substances.

Il est concevable que les aspects à long terme des addictions pourraient faire intervenir des

facteurs neurotrophiques, en premier étudiés uniquement pour leurs rôles dans la croissance et la

différenciation des neurones au cours de leur développement et actuellement, sont connus pour

leurs rôles très importants dans la survie, le maintien et la transduction du signal des neurones

adultes. L’infusion de facteurs neurotrophiques directement dans des régions cérébrales spécifiques

prévient et renverse des adaptations moléculaires aux effets de l’administration chronique des

opioides ou de la cocaïne [30,471]. De plus, l’administration chronique de drogues altère les

concentrations de protéines spécifiques de la cascade de signalisation des facteurs neurotrophiques

[28,29]. La recherche des adaptations durables associées aux addictions devrait tenir compte du fait

que ces adaptations pourraient se produire dans d’autres régions cérébrales en dehors du système

dopaminergique mésolimbique. L’implication d’autres régions cérébrales, comme le cortex,

l’hippocampe et des structures limbiques, comme l’amygdala et le septum, est logique du fait de la

complexité des composantes cognitive, affective et motivationnelle de l’addiction. D’autre part, peu

de choses sont connues sur l’effet chronique des drogues sur la physiologie et la biochimie des

neurones dans ces régions cérébrales. Un besoin immense de modèles animal demeure pour

évaluer, non les effets aigus de renforcement des drogues mais, l’implication de ces régions

cérébrales dans les aspects complexes des addictions.

B- IV- POUR LE FUTUR.

La compréhension de la biologie des addictions nécessite la connaissance du processus des

transformations d’effets aigus des drogues d’addiction en adaptations progressives et de long terme

dans des régions spécifiques du cerveau (Fig. 3). L’identification de ces adaptations de long terme
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est plus compliquée et c’est là où notre savoir présente une immense faille qu’il faudrait combler.

Alors que les modèles moléculaires et cellulaires de la dépendance, de la sensibilisation, de la

tolérance et du retrait ont été développés, peu de choses sont connues sur les formes à long terme de

la sensibilisation, de la compulsion et de la rechute observées après des mois voir même des années

d’abstinence. De ce point de vue, le challenge dans le domaine des addictions est analogue de celui

d’autres domaines où l’adaptation des fonctions nobles du cerveau est impliquée. Par exemple, bien

que des modèles cellulaires et moléculaires de la mémoire existent, notre compréhension des

mécanismes spécifiques de la mémoire du comportement reste rudimentaire.

Donner simplement une drogue à un animal, ou même lui permettre de s’auto administrer

cette drogue, ne capture pas l’image complète d’un état d’addiction [232,234,244,550]. Le modèle

animal de rechute, dans lequel le comportement toxicomaniaque peut être stimulé, même après des

périodes relativement longues d’abstinence, par exposition à la drogue ou par la présentation du

stimulus conditionnel (associé à l’environnement) de l’exposition à la drogue ou peut-être encore de

façon plus forte par l’exposition à certaines formes de stress [383,457,459,460], représente une

approche prometteuse pour les recherches futures. L’induction par le stress des rechutes,

particulièrement vraie pour les addictions chez l’homme, pourrait être via n’importe quel système

neuronal ou hormonal sensible au stress. Des attentions particulières ont été portées à l’axe

hypothalamus-hypophyse-glandes surrénales avec le CRF (corticotropin-releasing factor) et les

glucocorticoïdes [234,383,457,459,460]. Le rôle des monoamines, des peptides opioides et des

cytokines, pour ne citer que certains, est un domaine pour des investigations futures intenses mais,

chaque fois que des connaissances sont acquises à l’échelle d’un système, l’identification précise

des adaptations moléculaires et cellulaires dans les neurones spécifiquement responsables de

l’induction de la rechute liée au stress ou autres formes de rechutes devient possible.
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L’étude des gènes cibles par les méthodes très puissantes de la biologie moléculaire

(expression et délétion de gènes) permet d’établir un lien de causalité entre les aspects moléculaires

et comportementaux des addictions [110,148,179,276,281,282,479,520,554]. Plusieurs de ces

études ont bien établi le rôle joué par des protéines particulières, comme les récepteurs des

opioides, de la dopamine et le transporteur de la dopamine, dans l’action centrale aiguë des drogues

d’addiction. Dans une récente étude, la délétion du gène codant le récepteur D2 de la dopamine

génère une lignée insensible à l’effet de renforcement des opioides, mais développe toujours une

dépendance physique aux opioides [282]. Ce résultat est en accord avec les conclusions initialement

atteintes par d’autres sur l’importance du système dopaminergique dans l’effet de renforcement des

opioides et l’implication en premier lieu de mécanismes non dopaminergiques dans la dépendance

physique [6,232,235,244,280,550]. En plus de l’absence de réponses à l’action aiguë de la drogue,

certaines des souris mutantes ont montré des adaptations neuronales et comportementales, et par

conséquent pourraient peut-être représenter des modèles des voies que le cerveau utilise pour

compenser les adaptations induites par les drogues. Plus encore, certaines études ont mis en

évidence le rôle du produit de certains gènes, qui à priori n’étaient pas impliqués, comme les

facteurs de croissance, dans l’action aiguë des drogues dans le processus d’addiction. La possibilité

de relier l’altération de protéines spécifiques aux mécanismes d’addiction sera facilitée par

l’utilisation des méthodologies actuelles, comme la transgenèse [70,301,515], la délétion et les

vecteurs viraux [61,201,336] qui visent la modification de l’expression d’un gène spécifique dans

une population particulière de neurones et à différents stades de la vie d’un animal.

L’altération du cerveau par les drogues d’addiction dépend en partie de facteurs génétiques :

les réponses aiguës aux drogues et les adaptations à leur administration répétée peuvent varier de

façon remarquable suivant le génome de l’individu [32,84,371,519]. Les facteurs génétiques

peuvent également influencer les réponses du cerveau au stress et contribuent donc certainement à
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la rechute qu’il induit. Même s’il a été difficile d’identifier des gènes particuliers, qui contribuent

aux différences inter individuelles quant à la vulnérabilité aux addictions et au stress chez les

animaux de laboratoire et l’humain, ce travail reste très prioritaire parce qu’il nous permettra de

comprendre et de mieux soigner les maladies de l’addiction. De plus, les bases génétiques des

différences inter individuelles de susceptibilité aux drogues et au stress représentent un modèle

puissant de la manière avec laquelle les facteurs environnementaux et génétiques se combinent pour

contrôler le fonctionnement cérébral en général. Les connaissances dans ce domaine peuvent avoir

un impact général très important en psychiatrie et en neurologie, puisque nous cherchons de

comprendre non seulement les causes génétiques et environnementales des comportements

anormaux, mais aussi des variations normales des traits du comportement.

Enfin, la compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires des addictions

transformera notre manière de voir et de traiter ces maladies. Les notions vagues d’addiction, de

stress et de rechute seront remplacées par des connaissances spécifiques qui serviront de base pour

les nouveaux traitements anti-addictions. Les traitements incluent la réversion des effets délétères

de l’exposition aux drogues sur les neurones vulnérables et aussi les traitements qui préviennent

l’aptitude des stimuli environnementaux, comme le stress et les stimuli conditionnels, à précipiter la

rechute. Il serait un jour possible d’identifier les individus particulièrement vulnérables aux

dépendances et aux stress et de les cibler par une aide psychologique spécifique. De cette manière,

les dépendances doivent être considérées analogues des autres maladies où les facteurs génétiques,

environnementaux et psychologiques nécessitent différents niveaux d’intervention pour le

traitement et la prévention.
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C- BASES GENETIQUES DES ADDICTIONS

Les approches génétiques ont été appliquées à l’étude de toutes les substances d’addictions

avec plus moins d’ardeur. L’étude systématique "moderne" de l’influence des gènes sur la

sensibilité aux drogues a débuté vers les années 1940. Mardones [292] a sélectionné génétiquement

des rats pour leur forte et faible consommation d’alcool. Cette expérience de base a été reproduite

plusieurs fois avec un niveau de sophistication croissant.

Les travaux d’avant les années 1991 sur la contribution des facteurs génétiques à la

différence de sensibilité des individus aux effets de l’alcool, des barbituriques, des opiacés, des

benzodiazépines, de la cocaïne, des amphétamines, de la nicotine et autres drogues, ont déjà été

rapportés [86]. Les stratégies génétiques qui ont été employées pour chaque classe de substance

d’addiction ont également été rapportées dans d’autres articles [51,88,92,294,316,474,518] avec un

effort particulier sur l’utilisation du modèle génétique animal dans les études pré-cliniques.

Les méthodes génétiques employées dans le cas des populations humaines pour établir

l’influence des facteurs génétiques ont aussi été rapportées [93]. Dans cet exposé, nous décrirons

brièvement les méthodes génétiques et leur force et faiblesse en se basant sur des données récentes.

Les détails sur certaines approches spécifiques devront être consultés directement dans les

publications initiales. Cet exposé sera donc dédié à l’influence génétique sur la sensibilité et le

comportement toxicomaniaque. Les différences de sensibilité liées à la disponibilité de la cible

centrale pour l’action de la substance d’addiction ne sont pas considérées.
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Alors qu’il existe des études sur l’homme montrant la prédisposition génétique à l’addiction

vis-à-vis d’une substance particulière et que le nombre de travaux suggérant des associations de

certains gènes avec l’alcoolisme ou d’autres dépendances a augmenté considérablement, cet exposé

sera consacré uniquement aux résultats des recherches sur le modèle animal et seulement à certaines

classes de drogues pour illustration.

Les drogues produisent des réponses multiples en fonction de la dose et de la chronicité. On

note l’utilisation du modèle animal pour l’étude de la sensibilité interindividuelle à certaines

réponses comme la sensibilité initiale, la tolérance, la sensibilisation ou réversion de tolérance et la

dépendance proprement dite qui peut-être marquée par le syndrome de retrait. Ces réponses peuvent

être étudiées par l’approche génétique car elles sont influencées par le génome mais elles ne sont

pas complètement sous son contrôle. Les drogues ont un effet renforçateur ou de punition sur le

comportement. Les hommes et les animaux s’engagent dans la recherche de la drogue, c’est le

comportement toxicomaniaque. La force d’une réponse particulière à une drogue particulière, aussi

bien chez l’homme que chez l’animal, dépend du tempérament, de l’état émotionnel et agressif, des

néophobies, des attitudes exploratoires, des aspects variés de l’apprentissage et des motivations des

individus. Tous ces traits de la personnalité sont influencés par les gènes. Particulièrement pour les

prédispositions génétiques chez l’homme, le tempérament et la personnalité compliquent les efforts

pour identifier les domaines génétiques et les limites spécifiques pour l’estimation du risque à cause

de leur caractère confus.

Parfois, on trouve des sensibilités parallèles à tous les effets d’une substance, par exemple

les effets de la nicotine sur la crise et la consommation volontaire par voie orale ont été corrélés

dans plusieurs souches de souris [92]. Cependant, le modèle animal montre que généralement, la

prédisposition génétique à un effet de la substance ne généralise pas à d’autres effets de la même

substance [85] ni même au sein d’un même effet à des doses plus ou moins élevées de la même
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substance [84]. À cette situation complexe, s’ajoute le fait que les réponses aux drogues sont

clairement polygéniques, c’est-à-dire qu’aucun gène seul ne va déterminer la majeure partie d’une

susceptibilité à un effet d’une drogue. Les gènes relevants ont une influence modeste, le chercheur

doit utiliser des techniques capables de détecter l’influence composite de plusieurs gènes.

C- I- EXISTENCE ET INTERVALLE D’INFLUENCE DE LA GÉNÉTIQUE

La surveillance des effets des drogues chez des souches obtenues par croisement à

l’intérieur d’une espèce ont permis de conclure que les variations entre souches sont liées à

l’influence génétique, alors que les variations entre individus sont liées à l’influence de

l’environnement. Cette méthode continue d’être utilisée et permet de définir des domaines

génétiques qui influencent en commun une réponse particulière [84,85,465]. Le génotype étant

obtenu par chance, l’interprétation de telles études a été discutée [92].

Une autre méthode historiquement très importante est la sélection et le croisement

d’individus ayant montré une sensibilité particulière. On obtient des souches sensibles, résistantes,

tolérantes, voir qui s’auto-administrent n’importe quelle substance d'addiction [86,88]. Cette

méthode permet de découvrir, au hasard de la sélection, des lignées présentant une forte ou faible

réponse, ou d’autres traits qui diffèrent entre les souches. Ce sont des réponses corrélées à la

sélection, elles sont sous l’influence des mêmes gènes impliqués dans la réponse initialement

sélectionnée. Cette technique permet donc de capturer des gènes dont l’influence était modeste. Elle

a permis l’essor de la notion de groupes de gènes qui influencent en commun la réponse, de

comprendre les réponses multiples liées à un gène et d’établir des mécanismes neurobiologiques

d’une réponse à une drogue.
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L’inconvénient majeur et insurmontable de ces deux méthodes est lié au fait que les gènes

capturés restent anonymes. Par conséquent, malgré leur capacité à montrer l’influence génétique sur

la sensibilité ou la résistance même faibles aux drogues, l’identification spécifiquement des gènes

reste difficile.

C- II- DE LA THÉORIE AUX GÈNES D’ACTUALITÉ

Il a été reconnu que certaines personnes héritent de gènes qui les prédisposent à la sensibilité

ou à la résistance au développement de l’alcoolisme ou d’autres dépendances. Cependant, les gènes

qui ont une influence sont restés anonymes. C’est grâce au développement des outils modernes de

la biologie moléculaire, du modèle de la souris transgénique et des techniques appliquées au projet

du génome humain que l’identification de zones sur le chromosome contenant logiquement des

gènes d’influence est devenue possible. La précision dans le ciblage des gènes de risque ou

protecteur continue sa progression. Une fois ces zones, appelées QTLs (quantitative trait loci), ont

été localisées, les gènes candidats dont les fonctions sont connues et qui sont aussi suspectés

d’influencer les traits particuliers de la réponse étudiée sont vérifiés chez la souris par la délétion du

gène (lignée ’Knock-out’’) et/ou par l’insertion pour une sur- ou sous-expression du gène (lignées

transgéniques). Des limitations biologiques ont restreint ces approches à la souris, mais le rat a été

utilisé dans une seule étude [63]. L’avancement de la connaissance de la structure du gène permet la

conception et l’utilisation des oligo déoxynucléotides comme antisens (ou ODN) pour bloquer

spécifiquement l’expression du messager du gène.
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C- II- 1- CARTOGRAPHIE DES ‘’QTL’’

Par l’utilisation des stratégies de cartographie par étapes successives, plusieurs groupes ont

localisé de multiples QTL (quantitative trai loci) ou loci jouant un rôle très important dans la

modulation quantitative des réponses aux drogues sur plusieurs chromosomes de la souris.

La sensibilité à l’alcool est modulée par 5 QTLs [293] qui contrôlent plus de la moitié de la

variabilité génétique des effets hypnotiques. Un groupe de gènes candidats potentiels inclue les

gènes codant le récepteur de haute affinité de la neurotensine et les sous-unité δ et γ des récepteurs

nicotiniques à l’acétylcholine (nAChRs). D’autres groupes ont cartographié les QTLs de la

préférence de la boisson alcoolisée. Ils sont localisés sur les chromosomes 2, 9, 11 et 15

[27,87,303,310,379,429]. Le QTL sur le chromosome 9 détecté dans plusieurs études est proche des

gènes codant le récepteur D2 de la dopamine et 5HT1B de la sérotonine.

La sévérité du sevrage aigu de l’alcoolisme a été cartographié avec 3 populations génétiques

[52]. 3 QTLs ont été trouvés dans trois locations et sont capables de contrôler plus des 2/3 de la

variabilité génétique de cette réponse : 1 QTL sur le chromosome 11 est proche d’un cluster de

gènes codant les sous-unités α1, α6 et γ2 des récepteurs de l’acide γ-amino-butyrique (GABA). Les

gènes codant les récepteurs du GABA, le principal neuromédiateur inhibiteur, seraient donc des

candidats impliqués dans la convulsion liée au sevrage aigu de l’alcool qui ont été cartographiés

dans cette étude. La cartographie des gènes affectant d’autres réponses à l’alcool a été rapportée

[51].

Les QTLs du sevrage chronique de l’alcoolisme ont été cartographiés de façon provisoire

[83]. 1 QTL a été localisé sur la même région du chromosome 1 définitivement cartographiée dans

l’étude des QTL du sevrage aigu de l’alcoolisme [52].
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Les QTLs provisoires des autres propriétés de renforcement de l’alcool autres que sa

boisson, comme le conditionnement de type place préférence (CPP), l’aversion conditionnée au

goût (CTA), la stimulation motrice et sa sensibilisation [95,96,380,426], sont en cours de

confirmation et leurs liens sont en cours d’évaluation sur des populations génétiques.

La technique de la cartographie génétique a surtout été utilisée pour les opiacées. La

différence de sensibilité à la morphine dépend fortement des facteurs génétiques [316,465]. 3 QTLs

affectent significativement la préférence des boissons contenant la morphine et contrôlent

collectivement plus de 85% de la variance génétique. Ces QTLs ont été cartographiés sur les

chromosomes 1, 6 et 10 [32]. Le QTL sur le chromosome 10 est proche du locus du récepteur µ des

opiacées suggérant que ce récepteur est bien le QTL cartographié. D’autres traits de la sensibilité à

la morphine ont été étudiés avec les mêmes souches BXD RI de souris qui ont servi à la

cartographie des QTLs des effets de l’alcool [24]. Un QTL influençant les effets de la morphine sur

l’analgésie et l’hypothermie a été cartographié dans la région proximale du chromosome 10 [26].

D’autres différences dans le fonctionnement du système opiacé entre les souches C57B/6 et DBA/2

de souris et autres modèles génétiques sont en accord avec l’hypothèse du rôle du récepteur µ dans

la médiation des effets de la morphine [316].

La sensibilité aux effets des autres drogues est différente suivant les souches [86,294,330].

Des QTLs provisoires ont été cartographiés pour les effets de la cocaïne incluant la crise, la

sensibilité motrice et sa sensibilisation [313,381,504], l’activité de la methamphétamine, la

stéréotypie, et ses effets thermiques [8,155], les effets moteurs de la phencyclidine [8] et les effets

du monoxyde d’azote [25,399].

En résumé, quelques QTLs ont été cartographiés définitivement, mais la majorité reste à

vérifier. Certains gènes attractifs, candidats des QTLs, ont été identifiés, mais les tests fonctionnels

évaluant leur rôle potentiel dans la médiation des effets des drogues sont en cours. Cependant, pour
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la plupart, la cartographie des QTLs est à peine entrée au stade où toute l’énergie est concentrée

pour cerner l’intervalle de confiance de la localisation génomique cartographiée. Cet intervalle doit

être réduit jusqu’à une limite acceptable avant que les gènes de cette zone, responsables des effets

des drogues, soient isolés, clonés et leurs rôles identifiés.

C- II- 2- MANIPULATION MOLÉCULAIRE DES GÈNES CANDIDATS

La souris portant une mutation unique sur un gène est devenue, de plus en plus, un outil

indispensable pour l’étude des mécanismes déterminant la sensibilité aux drogues de dépendance.

Par le passé, les chercheurs devaient se contenter des mutations spontanées ou induites

chimiquement pour étudier les effets d’un gène. Alors que ces modèles sont encore utilisés [170], il

est plus avantageux de cibler un gène intéressant pour altérer sa fonction plutôt que de se contenter

d’un processus stochastique pour révéler les effets d’un gène informatif. Durant ces dernières

années, plusieurs gènes candidats ont été étudiés pour leur influence potentielle sur les traits des

réponses à une drogue. Certains ont été indiqués par les études cartographiques, comme les gènes

codant le récepteur D2 de la dopamine et le récepteur de la sérotonine 1B, d’autres ont été suggérés

par les données historiques les impliquant dans une réponse, comme le gène codant la sous-unité γ2L

du récepteur GABAA.

C- II- 3- ÉTUDES AVEC LES ANTISENS ou ODN

Le système opiacé du cerveau a été étudié avec les souches génétiques classiques [316]. Le

système opiacé a le plus bénéficié de l’approche avec les oligodésoxynucléotides antisens (ou ODN

pour bloquer l’expression du messager). Des approches modernes ont été utilisées pour étudier le
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rôle des récepteurs µ et δ dans la sensibilité à la douleur, les effets analgésiques des opiacées, la

dépendance,...[51,373]. On note peu de travaux récents.

Le traitement par les ODN’s du récepteur δ bloque l’effet des agonistes sur l’analgésie et

inhibe la tolérance et la dépendance aiguë à la morphine [213,536]. Il bloque également l’effet de la

cocaïne dans le test CPP [494]. Le traitement par les ODN’s du récepteur δ et µ montre que le

syndrome de retrait des opiacées dépendant du récepteur µ est modulable par le récepteur δ [443].

Le traitement par les ODNs d’exons particulier du récepteur δ a permis de différencier l’origine

spinale ou supra spinale de l’analgésie induite par le DPDPE ([D-Pen2,D-Pen5]enkephaline) [436].

Le traitement par les ODNs du récepteur de la dopamine D2 réduit le nombre de récepteurs D2 et

augmente l’effet moteur (rotation) de la cocaïne [468].

Le traitement par l’ODN de la sous-unité α6 du récepteur nicotinique réduit les effets

moteurs de la nicotine [251].

Par ailleurs, l’approche par les ODN’s présente des avantages et des inconvénients [537].

C- II- 4- ETUDE AVEC LES LIGNEES KNOCK-OUT ET TRANSGENIQUES

C- II- 4- 1- Gène du récepteur 1B de la sérotonine Il existe plus de 15 récepteurs distincts pour

la sérotonine (5-HT). Les résultats expérimentaux suggèrent un rôle pour la 5-HT dans la

modulation de plusieurs effets de l’alcool. Cependant, lequel des récepteurs de la 5 HT est impliqué

dans cette modulation reste à démontrer. Le récepteur 5-HT1B (homologue de 5-HT1Dβ humain) est

pré synaptique avec une fonction autorécepteur  inhibitrice par rétrocontrôle de la libération de la

5HT, et hétérorécepteur,  inhibitrice de la libération d’un autre neuromédiateur. Il permet de rétablir

l’homéostasie du cerveau. Les interférences avec le récepteur 5-HT1B va avoir des effets sur un

grand nombre de voie de signalisation. Les hétérorécepteurs 5-HT1B sont localisés sur des
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terminaisons nerveuses GABAergiques (inhibitrice) qui projettent du nucleus accumbens (NA) à

l’aire ventrale tegmentale (VTA). Ces noyaux sont médiateurs des effets de récompense liés à la

consommation des drogues [232].

Les souris 5HT1B /KO sont très agressives [448] avec une altération de la libération de 5HT

dans différentes régions cérébrales [386,508]. La cartographié des QTL’s avait montré la présence

d’un gène influençant la consommation d’alcool sur le chromosome 9 proche du gène codant le

récepteur 5 HT1B. Les souris 5HT1B /KO consomment 2 fois plus d’alcool (jusqu’à 20 % v/v) [89] et

sont identiques à la souche sauvage dans les tests de contrôle de qualité. Ces résultats suggèrent que

le gène codant le récepteur 5HT1B module donc d’une certaine manière la consommation d’alcool

[89].

Les souris 5HT1B/KO n’ont pas de préférence, au contraire de la sauvage, pour

l’environnement associé à l’alcool dans le test CPP (Conditioned Place Preference). Elles sont donc

moins sensibles à l’effet renforçateur de l’alcool et développent, comme les sauvages, une aversion

à l’alcool dans le test CTA (Conditoned Taste Aversion) [425].

Ce modèle indique que des précautions sont à prendre dans l’interprétation des études

utilisant des modèles transgéniques dans des essais comportementaux pour analyser des concepts

psychologiques. En effets, la même lignée 5HT1B/KO montre une augmentation de la préférence,

une atténuation de la CPP  et une présence de CTA ; trois indices des effets renforçateurs de la

consommation d’alcool. Ceci démontre que le renforcement n’est pas un phénomène mono couche

au moins à l’échelle de son contrôle génétique. Cette lignée développe également plus rapidement

que la sauvage l’injection intraveineuse de cocaïne, mais dans des proportions quantitatives

identiques [428]. Elle montre une moindre stimulation du gène précoce c-fos dans des régions

cérébrales et le striatum [276]. Cependant, le lien de l’induction du gène c-fos avec l’auto-injection

de cocaïne reste à démontrer.
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C- II- 4- 2- Gènes des récepteurs de l’acide γ−amino butyrique ou GABA Les récepteurs

GABAA sont suspectés jouer des rôles médiateurs des effets aigus et chroniques de l’alcool 

[50,167]. L’isoforme γ de la protéine kinase C (PKCγ) est supposée être l’intermédiaire des effets

de l’alcool sur les neurones GABAergiques [166]. Les souris PKCγ /KO sont moins sensibles aux

effets de l’alcool sur la sédation (réflexe de stature) et l’hypothermie. En parallèle, in vitro les

neurones GABAergiques de ces souris PKCγ/KO montrent une réponse plus faible à l’alcool.

Cependant, les souris PKCγ/KO et la souche sauvage répondent de façon identique à l’action de

drogues qui agissent sur les neurones GABAergiques pour produire la sédation comme le

pentobarbital et le diazepam. La spécificité du gène de la PKCγ dans la différence de sensibilité à

l’alcool est moins probable [166]. Alors que ces résultats suggèrent une cible spécifique de l’action

de l’alcool sur le système GABAergique, des résultats plus récents suggèrent l’inverse. La sous-

unitéα6 du récepteur GABAA est aussi impliquée dans certains effets de l’alcool. Par exemple, une

étude de cartographie des QTL’s d’influence sur la sévérité du syndrome de retrait de l’alcool a

trouvé un lien très fort avec le chromosome 11 à proximité des gènes codant les sous-unités α1, α6

et γ2 du récepteur GABAA de la souris [52]. Des études récentes ont montré l’effet de la délétion du

gène codant la sous-unité α6 (α6/KO) [184,185]. La lignée obtenue et la lignée sauvage ne

montrent aucune différence de sensibilité aux effets sédatifs (réflexe de stature) de l’alcool, du

pentobarbital et des anesthésiques volatiles. Ceci montre que la sous-unité α6 n’est un déterminant

absolu des effets de l’alcool ni sur la sédation (hypnotique) [184], ni sur sa tolérance en chronique,

ni même sur la sévérité de la convulsion lors du retrait [185]. La lignée γ2/KO perd la sensibilité au

diazepam [160].

La lignée portant une délétion de la sous-unité longue γ2L, isoforme de γ2, montre plus

d’anxiété avec une plus grande sensibilité aux effets hypnotiques de midazolan et de zolpidem,

mais aucune différence de sensibilité aux effets du pentobarbital et de l’ectomidate. Plusieurs autres



                              ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE                                

réponses à l’alcool ne sont pas différentes entre la lignée sauvage et γ2L/KO. Ces expériences

suggèrent que γ2L n’est pas un déterminant absolu de la modulation des effets de l’alcool via le

récepteur GABAA [185]. Le rôle des sous-unités des récepteurs GABAergiques dans la médiation

des effets de l’alcool et autres drogues a été discuté par Harris et al., [167].

C- II- 4- 3- Gènes affectant la fonction dopaminergique Le rôle des gènes codant les sous-

types de récepteur de la dopamine, de ses transporteurs et de ses précurseurs dans la médiation des

effets des substances d'addiction, a été vérifié par les méthodes de ciblage génétique [51].

L’interruption ciblée, par recombinaison homologue, des gènes codant les récepteurs de la

dopamine (D1, D2, D3 et D4), de ses transporteurs et de la tyrosine hydroxylase (TH), modifie la

sensibilité à l’éthanol, aux psycho-stimulants et aux substances d'addiction. Par exemple, la lignée

D2/KO consomme volontairement moins d’alcool, elle est  insensible à la dépression motrice et à

l’ataxie induites par l’alcool [381]. Une autre lignée D2/KO indépendante de la première n’a

montré aucune modification de sa sensibilité aux effets de la morphine sur la motricité mais le

développement de la préférence de morphine dans le test CPP était défectueux [282]. Ces résultats

suggèrent que la délétion complète du gène codant le récepteur D2 réduit l’effet de récompense des

drogues. Cependant, le rôle du gène codant le récepteur D2 dans l’alcoolisme reste controversé

[142,375]. D’un autre côté, le rôle des variations naturelles dans les allèles du gène D2 dans le

développement des addictions a gagné de l’intérêt, donc d’autres récepteur D2-like pourraient jouer

un rôle.

La lignée D3/KO est plus sensible aux effets moteurs de la cocaïne et de l’amphétamine et,

elle est plus sensible que la souche sauvage dans le test de la CPP de l’amphétamine [555]. Le gène

codant le sous-type D3 a été impliqué dans les effets de renforcement des drogues, particulièrement

de la cocaïne [57].
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La lignée D4/KO est plus sensible aux effets moteurs de l’éthanol, de la cocaïne et de la

methamphétamine [439].

La lignée D1/KO montre une réduction des effets aigus de la cocaïne sur la motricité et la

stéréotypie [554], alors que le test de la CPP de la cocaïne est normal [312]. Le développement de

la sensibilité aux effets de l’amphétamine est aussi réduit dans cette lignée [91]. Enfin, il n’a y pas

d’induction de c-fos, jun-B, Zif268 ni de up régulation de l’expression de la dynorphine dans les

neurones du striatum de la lignée D1/KO [110,324].

La délétion du gène de la tyrosine hydroxylase (TH) produit une déplétion de la dopamine et

de la noradrénaline, un phénotype létal [565]. On a donc ciblé la délétion du promoteur de la

dopamine β -hydroxylase pour interrompre l’expression de la TH dans les neurones

dopaminergiques uniquement. L’administration de L-DOPA restaure le phénotype TH dans les

neurones noradrénergiques [564]. À notre connaissance, cette lignée n’a pas servi pour évaluer les

effets des drogues d’addiction, mais les souris transgéniques avec une insertion du gène TH humain

ont montré une moindre sensibilité aux effets de la methamphétamine et de la nicotine sur la

motricité [334]. La sur-expression du gène de la TH dans cette lignée semble supprimer la fonction

dopaminergique normalement associée à l’hyperactivité.

La lignée HPRT/KO dans laquelle le gène de l’hypoxanthine guanine

phosphoribosyltransférase est knock-out montre une augmentation de la sensibilité aux drogues

stimulant la libération de la dopamine mais pas celles qui inhibent sa capture [196].

La lignée DAT/KO montre que la délétion du gène du transporteur de la dopamine (DAT)

produit une moindre sensibilité aux effets moteurs de la cocaïne et de l’amphétamine [148].

Enfin, la lignée VMAT/KO montre que la délétion du gène du vesicular monoamine

transporter (VMAT) produit chez l’hétérozygote une plus grande sensibilité aux effets moteurs de
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l’amphétamine avec une diminution de la CPP de l’amphétamine et une plus grande sensibilité à la

toxicité du MPTP sur les neurones de la substance noire [495].

En résumé, les résultats obtenus avec les multiples modèles génétiques du système

dopaminergique ne sont pas complets. Ils montrent un rôle large de la fonction dopaminergique

dans les effets des drogues d’addictions, mais le futur nous dira comment la dopamine influence la

sensibilité au développement des addictions.

C- II- 4- 4- Neurotoxicité des monoamines Les substances d’addictions ont la propriété de

renforcement, d’aversion et de toxicité. Les phosphoglycoproteines (PGP) ou multidrogue

résistance (mdr) affectent la résistance des cellules à la toxicité des drogues. Multiples variants de

PGP ont été détectés dans divers tissus de la souris à l’homme [290]. Des lignées avec une délétion

d’une copie fonctionnelle d’un de ces gènes ont été générées et la délétion de mdr1a résulte dans

une absence de détection de PGP au niveau de la barrière hématoencéphalique (importante dans

l’extrusion des drogues des cellules). Des doses faibles de méthamphétamine produisent une

neurotoxicité par déplétion de la dopamine et de son transporteur chez la souris mdr1a/KO.

Cependant, des doses faibles de methylène dioxymethamphétamine (MDMA) produisent une

déplétion plus large de DAT, sans affecter les niveaux de dopamine, chez la souche sauvage [290].

Aux fortes doses, les deux lignées montrent une neurotoxicité équivalente aux deux drogues. Ces

résultats montrent un mécanisme d’entrée des drogues neurotoxiques dans le cerveau et des

interactions différentes avec les PGP. Le produit d’autres gènes peut participer à cette neurotoxicité.

La protéine p53 est impliquée dans l’apoptose ou mort programmée des cellules [326].

Après injection de la méthamphétamine, l’homozygote p53/KO est protégé de la déplétion légère de

la sérotonine observée chez la souche sauvage [178] et la déplétion de DAT est modérée. De plus,
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l’immune réactivité de p53 est augmentée chez la souche sauvage uniquement. P53 joue donc un

rôle dans la neurotoxicité de la methamphétamine [177].

C- II- 4- 5- Gènes affectant le système opiacé La délétion du gène codant le récepteur µ atténue

l’effet analgésique et la CPP de la morphine et bloque son syndrome de retrait [299]. Les souris

transgéniques sur-exprimant le gène SOD (superoxyde dismutase) montrent une augmentation du

nombre de récepteur µ et une plus grande stimulation par les opioides et ils travaillent plus pour

obtenir la morphine [118].

La délétion du gène de la pré-proenképhaline altère l’analgésie [230] et les souris µ/KO

perdent leur sensibilité analgésique à la morphine [478].

La délétion des sous-unités α et Δ de CREB (AMPc responsive element binding protein) n’a

d’effet ni sur l’activité de liaison des récepteurs µ ni sur la sensibilité analgésique à la morphine

cependant, la lignée CREB/KO montre une atténuation frappante des effets de la naloxone sur la

précipitation du syndrome de retrait de la morphine [281].

C- II- 4- 6- Manipulations d’autres gènes La délétion de Fyn, qui code pour une tyrosine

kinase (TK), permet d’estimer le rôle des récepteurs du N-methyl-D-aspartate (NMDA) dans la

sensibilité à l’alcool [315]. À métabolisme égal, la lignée Fyn/KO est plus sensible aux effets de

l’éthanol. Les implications de ce mécanisme dans l’action de l’alcool ont été discutées [167].

La lignée sur-exprimant le facteur TGFα (transforming growth factor) est plus sensible aux

effets sédatifs de l’alcool et plus agressive sauf aux fortes doses d’alcool [175].

Les lignées surexprimant le facteur IGF-I (Insulin-like growth factor-I) ou sa protéine de

liaison 1 (IGF-I-BP1) ont été générées [396]. La lignée IGF-I est plus sensible alors que la lignée

IGFI-BP1 est moins sensible aux effets de l’alcool, sans différence de sensibilité entre les deux
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souches quant aux effets de l’alcool sur l’ataxie et l’hypothermie. L’administration chronique

d’éthanol ne développe aucune tolérance chez la souche IGF-I alors que la souche IGFI-BP1 est

plus tolérante aux effets hypothermiques et hypnotiques de l’alcool [396].

La délétion de la sous-unité β2 des récepteurs nAChRs réduit les effets de la nicotine sur le

renforcement [384], l’analgésie supraspinale sans affecter l’effet analgésique de la morphine [296]

et augmente la dégénération neuronale durant la veillesse de la souche [569]. La délétion de la sous-

unité α4 des récepteurs nAChRs réduit les effets analgésiques de la nicotine d’origine supraspinale

mais pas spinale  mais, n’a pas d’effet sur l’analgésie de la morphine [80,296].

La délétion de gène de la CGRP (calcitonin gene-related peptide) réduit l’analgésie de la

morphine chez la souche mutante mais seulement d’origine spinale [441].

C- II- 4- 7- Interprétation des résultats de manipulation de gènes L’interprétation des

résultats obtenus avec les lignées transgéniques et knockout doit tenir compte du fait que l’absence

ou l’insertion de gènes a eu lieu durant tout le développement neurobiologique de la lignée. De ce

fait, une adaptation dans un ou plusieurs autres systèmes neuronaux, par compensations

fonctionnelles pour la cible modifiée, a pu avoir pris place. Cette éventualité pourrait être prouvée

directement par l’insertion de séquences qui permettront d’allumer et d’éteindre un gène dans

certaines conditions, par exemple par un traitement avec un antibiotique.

L’éventualité que les gènes dits voyageurs, des cellules embryonnaires fortement liés au

gène étudié vont être transférés avec lui et participer à la création des lignées transgéniques et

knockout est réelle [143,537].

Par exemple des souris hyperactives Colomba (Cm/+) qui ont une mutation spontanée ont

été corrigées lors de leur utilisation pour recevoir le gène SNAP-25 [170]. C’est le seul exemple

d’une telle correction jamais encore atteint pour les drogues étudiées jusqu’à présent.
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C- II- 5- AUTRES APPROCHES GÉNÉTIQUES NOUVELLES

Finalement la cartographie de l’expression régionale de c-fos dans des lignées avec

différents génotypes et qui diffèrent par la sensibilité à l’éthanol a été utilisée. Dans une étude, deux

lignées présentant une différence de sensibilité à l’éthanol ont été comparées pour élucider le rôle

des différentes régions cérébrales dans la grande sensibilité de la lignée DBA/2J et l’insensibilieté

de la lignée C57BL/6J à l’effet moteur de l’alcool [180]. Des doses faibles et modérées d’éthanol

augmentent l’immune réactivité c-fos-like dans les régions limbiques (central amygdala) mais pas

dans les ganglions de la base chez la souche DBA/2J. Les lignées de rats P et AA ont une forte

préférence à l’alcool par opposition aux lignées NP et ANA qui évitent l’alcool. Les lignées P et

AA répondent moins que les lignées NP et ANA à l’administration de l’alcool dans le locus

coeruleus, suggérant que cette région cérébrale joue un rôle dans la consommation d’alcool [501].

L’utilisation de l’expression des gènes précoces pour attribuer un rôle aux différentes

régions cérébrales dans les effets des drogues est une démarche attractive [82]. Elle permettra

d’étudier les mécanismes d’action des drogues. L’hippocampe semble très sensible à l’action de

l’alcool [440] et le traitement par les ODN’s de c-fos bloque l’effet moteur de la cocaïne [168]. Les

études d’expression des gènes codant des protéines influençant les effets des substances d’addiction

et autres drogues ont constitué un pilier à la base des études génétiques récentes sur l’alcoolisme

[167].
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C- III- CONCLUSIONS

La révolution génétique a eu un impact fondamental sur la bio médecine. Des gènes nouveaux

impliqués dans des maladies sont quotidiennement identifiés et, ou, clonés. Actuellement, des

progrès rapides ont été réalisés pour les maladies génétiquement simples où un seul ou quelques

gènes seulement déterminent le phénotype de la maladie. Les Neurosciences des substances

d’addictions ont bénéficié des nouvelles approches génétiques pour faire des progrès réels, comme

nous venons de le voir. Ce domaine est idéal pour les études génétiques futures des caractères

complexes. Les substances d’addictions ne seraient rien si elles n’étaient complexes et aux

différentes échelles de la complexité. L’identification et la manipulation d’un seul gène ne suffisent

pas pour expliquer les différences individuelles à la susceptibilité aux addictions. Cependant, ce

domaine pourra bénéficier de la riche et longue histoire de la génétique classique des différentes

susceptibilités aux substances d’addictions. La compréhension des mécanismes de la génétique

classique fournit un contexte riche pour l’interprétation intelligente des nouvelles approches telle la

délétion et l’insertion de gènes. Les résultats exposés représentent une vue du futur, mais le futur

semble encore plus riche d’informations.
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D- LA DÉPENDANCE DANS LA PERSPECTIVE ÉVOLUTIVE ET AIDES MÉDICALES

Les drogues psychoactives pures et les voies directes d’administration sont des

caractéristiques nouvelles de notre environnement. Elles sont inhérentes à la pathologie parce

qu’elles court-circuitent les systèmes adaptatifs de traitement de l’information et agissent donc

directement sur les mécanismes anciens du cerveau, ceux qui régulent l’émotion et le

comportement.

Les drogues inductrices d’émotions positives donnent un faux signal de bonne aptitude. Ce

signal détourne les mécanismes des sensations objectives du, "j’aime" et "je veux" et peut entraîner

un usage continu de la drogue, qui ne produit plus de plaisir.

Les drogues inhibitrices des émotions négatives peuvent altérer nos défenses utiles, même

s’il y a plusieurs raisons de l’innocuité de leur utilisation. Une connaissance approfondie de

l’origine évolutive et du fonctionnement de l’émotion et de ses mécanismes neuronaux est

nécessaire à la base de notre décision sur l’utilisation des drogues psychoactives.
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Les mécanismes neuronaux qui régulent l’émotion et le comportement ont été formés par la

sélection naturelle pour maximiser les aptitudes Darwiniennes, par conséquent les drogues

psychoactives qui perturbent ces mécanismes doivent détériorer l’adaptation. Le bilan lourd des

drogues d’addiction le démontre bien. Cependant, les drogues psychoactives peuvent améliorer

l’adaptation dans certaines circonstances (que feraient certains scientifiques sans caféine), opposer

les symptômes de maladies mentales et produire parfois un plaisir sans risque. Ici, nous

considérerons l’utilisation et l’abus des substances du point de vue de la perspective de la médecine

Darwinienne qui recherche les explications évolutives caractéristiques d’un dessein qui rend les

organismes vulnérables aux maladies [340,545]. Dans cette perspective, les addictions sont le

résultat des mécanismes du cerveau et des différences individuelles et sociales, mais elles sont aussi

le résultat de l’évolution de notre vulnérabilité aux effets adaptatifs négatifs des drogues et des

fonctions mêmes de l’émotion que les drogues influencent. Les émotions sont des états coordonnés,

formés par la sélection naturelle, qui ajustent le comportement et la physiologie pour prendre

avantage d’opportunités et de se débrouiller devant des menaces récurrentes à l’échelle de

l’évolution [507]. Ainsi, les caractéristiques et la régulation des émotions de base égalent les

besoins des situations spécifiques qui ont souvent influencé les aptitudes. Les émotions influencent

la motivation, l’apprentissage et les décisions et, par conséquent, influencent le comportement et

enfin les aptitudes [129,131,214,255,353]. Les sensations subjectives offrent une fenêtre, souvent

déformée, dans la motivation, mais ne sont pas l’essence de l’émotion [33,255,333] et ne sont pas

toujours un composant nécessaire [140,559]. Par exemple, dans l’étude du choix d’un goût imposé,

les gens normaux commencent par éviter le choix pauvre et montrent une modification de

conductance de la peau associée à l’émotion avant même d’être conscient de leur préférence [22].

Cependant, la balance subjective positive ou négative est un aspect saillant des émotions de base,

avec différents états négatifs surpassant en nombre les états positifs. Ces observations sont en
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accord avec les origines des émotions en tant que états spécialisés formés pour nous aider à

affronter les situations d’opportunité ou de gains et le plus souvent les situations de menace ou de

perte. Ceci offre une explication évolutive potentielle pour l’indépendance relative des affects

positifs et négatifs. Cette notion non intuitive a été bien documentée [31] et ceci suggère que l'effet

des drogues psychoactives sur les émotions positives et négatives doit être considéré séparément

[339].

D- I- LES DROGUES QUI STIMULENT LES ÉMOTIONS POSITIVES.

Selon la psychologie de folk, l’abus des substances est expliqué par la tendance des humains

à répéter les comportements qui apportent du plaisir ou arrêtent la souffrance. Cette explication

globale est correcte mais incomplète [339]. La plupart des drogues d’addiction agissent sur des

mécanismes neuronaux, anciens et remarquablement bien conservés, associés aux émotions

positives qui ont évolué pour contrôler les comportements objectifs. L’héroïne, la cocaïne, l’alcool

marijuana, amphétamine et leurs analogues de synthèse activent les neurones dopaminergiques

mésolimbiques et les récepteurs opioides qui y sont associés dans le cerveau. Ce système peut-être

considéré comme la monnaie neuronale courante de la récompense et le substrat pour la régulation

des motivations [38,182,233,496,549]. Certaines molécules de la transmission sont utilisées par ces

systèmes depuis 1 000 millions d’années [535]. Les neurotransmetteurs des mammifères, comme la

dopamine, la sérotonine et la noradrénaline, sont également utilisés par le phylum des invertébrés,

comme les mollusques et les arthropodes, qui ont divergé de la lignée des pré-vertébrés depuis

environ 600 millions d’années. Le cerveau de la plupart des vertébrés possède des séquences

d’ADN des récepteurs µ opioide-like [264], et même les cerveaux des vertébrés non mammaliens

ont des systèmes mésolimbiques contenant des neurones à la dopamine qui partent du cerveau
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moyen vers des régions dorsales et ventrales du complexe striatum [56]. Même si ces systèmes de

neurotransmission ne remplissent pas les mêmes fonctions, certains d’entre eux pourraient jouer des

rôles similaires dans des organismes très différents : la dopamine est le médiateur des

comportements de nutrition de la limace aux primates, et une molécule similaire l’ectopamine est le

médiateur des effets de récompense du sucrose chez l’abeille [391]. Cette conservation de la

fonction des structures chimiques des signaux de récompense contraste avec la diversité des

récepteurs [132,377], probablement parce qu’une mutation qui change un transmetteur peut

perturber l’ensemble du système, alors que la duplication des gènes permet la différenciation des

récepteurs qui graduellement prendront de nouvelles fonctions [19].

Les drogues d’addiction créent dans le cerveau un signal qui indique, faussement, l’arrivée

d’un immense bénéfice dans les aptitudes. Ceci change l’attitude comportementale et la recherche

de la substance d’addiction augmente en fréquence et déplace les comportements adaptatifs.

D’autres aspects nouveaux de notre environnement moderne ont des effets similaires. Par exemple,

les jeux vidéo déplacent plus nos comportements adaptatifs mais par des moyens psychologiques

plutôt que par des moyens neurochimiques directs. Les aliments riches en lipides, sucres et sels ou

les amuse-gueules ont tendance à se substituer aux aliments plus nutritifs dans notre bol

alimentaire. Nous sommes vulnérables à la baisse de nos aptitudes objectives parce que notre

cerveau n’est pas fait pour avoir un accès direct aux drogues pures, aux jeux vidéo et aux amuse-

gueules [114]. Des centaines de générations d’expositions ont pu vraisemblablement former des

résistances à leurs séductions et effets délétères. Beaucoup moins de temps serait peut-être

suffisant, si le déficit génétique de l’alcool dehydrogénase dans beaucoup de populations asiatiques

était vraiment un produit de la sélection de quelques milliers d’années d’exposition à l’alcool [473].

Pendant ce temps, l’inégalité entre notre corps et notre environnement moderne est la cause majeure

des problèmes médicaux et comportementaux.
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Cette simple perspective laisse certains aspects inexpliqués des substances d’addiction. Par

exemple lorsque l’addiction se développe, les plaisirs induits par les drogues déclinent ou restent

constants, et bien même que la compulsion augmente et les conséquences maladaptatives

s’accumulent, ce qui démontre que la poursuite du plaisir est une explication insuffisante. Une

raison probable serait la séparation du système de récompense du cerveau mammalien en deux

composantes qui correspondent en gros au « J’aime », le plaisir hédoniste de recevoir une

récompense, et au « Je veux », la motivation objective et la poursuite comportementale de la

récompense. Même si la nature de ces deux composantes commence a peine d’être comprise, il

apparaît qu’ils ont des substrats neuronaux différents. Le « J’aime » des repas sucré, par exemple,

est véhiculé par certains systèmes opioides du cerveau arrière et des systèmes de la base du cerveau

alors que le « Je veux » semble véhiculé par des neurones dopaminergiques mésolimbiques

ascendants. La séparation neurale de la médiation du « Je veux » aurait évolué offrant différents

« J’aime », pour la nourriture, le sexe, et autres incitations disproportionnées, et permettant la

comparaison dans la même monnaie d’utilisation [464]. Le système « J’aime » est activé par la

réception de la récompense alors que le système « Je veux » anticipe la récompense et motive le

comportement instrumental. Quand ces deux systèmes sont exposés à la drogue, le « Je veux »

motive la persistance de la poursuite de la drogue qui ne produit plus de plaisir, offrant ainsi une

explication au cœur du paradoxe de l’addiction [339].

Un autre aspect de la physiologie qui nous rend vulnérable aux addictions est

l’hypersensibilité des projections neuronales ascendantes dopaminergiques induite par les drogues

d’addiction, quoique c’est aussi un mécanisme contrôlé par des facteurs génétiques et

expérimentaux. Tout organisme ayant un système objectif régulé chimiquement et une certaine

capacité technique est intrinsèquement vulnérable aux addictions. Mais de plus, les caractéristiques

spéciales des systèmes de récompenses des vertébrés exagèrent le risque ce qui expliquerait le
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phénomène bizarre des personnes dépendantes qui sacrifient toute chose dans la vie pour obtenir la

drogue, qui en réalité n’apporte plus aucun plaisir, et qui retournent à la drogue même après de

longues périodes d’abstinence [234].

Des implications importantes découlent de l’origine de notre vulnérabilité aux drogues

d’addiction et de l’incompatibilité entre les mécanismes anciens et notre environnement moderne.

De cette perspective évolutionniste, les variations individuelles qui augmentent la susceptibilité aux

drogues d’addiction sont mieux décrites comme bizarreries que déficiences, parce qu’elles n’ont

probablement pas eu d’effets délétères dans l’environnement ancestral [339]. Les différences

génétiques forment les paramètres du système neuronal des comportements de base partagés par les

individus d’une même espèce. Les différences non génétiques dans l’expérience de l’émotion

peuvent aussi influencer la susceptibilité à l’usage de la drogue, ceci étant démontrée par la

morbidité substantielle des substances d’addiction et les maladies post-traumatiques liées au stress.

L’association forte entre les symptômes émotionnels et la susceptibilité aux addictions a été bien

étudiée pour le tabagisme, et l’aptitude de la nicotine à lever ces sensations a été interprétée de

façon sophistiquée dans la perspective évolutive [387]. Au lieu de chercher les explications de

l’addiction dans les différences individuelles dans les gènes, le tempérament, les expériences

précoces, les conditions sociales, les paramètres culturels, ou l’exposition aux drogues, la

perspective évolutive suggère la prise en considération des interactions de ces facteurs avec les

mécanismes de l’émotion et du comportement qui rendent les humains particulièrement vulnérables

aux substances d’addiction. Ces travaux encouragent les thérapeutiques qui prennent en

considération la diversité des facteurs qui influencent nos émotions, comme le relationnel, le

support social, les inquiétudes sociales, l’expérience de la discrimination, et les opportunités ou leur

blocage. Il est clair que les personnes qui ne réussissent pas la compétition sociale vont sentir plus

d’émotions négatives que d’émotions positives, prendront plus souvent les drogues et seront aussi
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moins sensibles aux traitements. Cette vue suggère également que la découverte de nouvelles

drogues et voies d’administration va aggraver l’incompatibilité entre nos anciens mécanismes

cérébraux et les drogues hyperactives. Enfin elle suggère que la guerre aux drogues d’addiction est

raisonnablement loin d’être gagnée mais, nous pouvons utiliser notre savoir pour développer des

stratégies sensibles pour la prévention et le traitement et des politiques pour arriver au bout d’un

problème qui a toutes les chances de persister parce que son itinéraire nous mène directement au

cœur même du plan de fonctionnement du système nerveux des humains [339].

D- II- LES DROGUES QUI BLOQUENT LES ÉMOTIONS NÉGATIVES

La perspective évolutive a aussi des implications pour les drogues qui bloquent l’anxiété, la

baisse de l’humeur, et autres émotions négatives. Les psychiatres pourraient avoir très vite dans leur

arsenal des drogues qui contrôlent la souffrance émotionnelle comme d’autres drogues contrôlent la

douleur, la toux, la fièvre, la diarrhée, et le vomissement. Notre connaissance est encore

superficielle quand on se pose la question quand et comment nos réactions émotionnelles sont

utiles, mais la connaissance de l’utilité de nos défenses physiques nous échappe également. Alors

que la plupart des médecins ont compris que bloquer une toux chez un patient atteint d’une

pneumonie peut entraîner la mort, d’autres savent que bloquer la diarrhée induite par la Shigella

entraîne une lenteur de récupération et des complications [112]. Certains ne connaissent pas l’utilité

des défenses comme la fièvre et la baisse des taux sanguins de fer au cours des infections [223,538]

et d’autres ne différencient pas entre les manifestations des maladies qui sont des aspects de défense

et celles qui proviennent d’une déficience de la machinerie du corps [340]. Ces difficultés sont

exagérées en psychiatrie. L’utilité de l’anxiété est connue, mais souvent ignorée [154], celle de la

jalousie demeure controversée et celles de la dépression et de la baisse de l’humeur sont a peine
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considérées [147,304,338,392]. Les études quantitatives qui explicitement s’adressent à la fonction

de l’émotion dans l’évolution ont commencé a peine à apparaître. Par exemple, des données

récentes suggèrent que les sentiments d’embarras et de culpabilité régulent le rôle hiérarchique de

l’individu dans un groupe [214]. Notre connaissance de la signification fonctionnelle des émotions

négatives connaît une croissance lente alors que de nouvelles espèces de drogues psychotropes sont

découvertes avec des pas de géants. Nous manquons de connaissances scientifiques sur l’émotion

pour pouvoir conseiller en détail quand il faut ou il ne faut pas utiliser ces médicaments.

Nous avons cependant plusieurs raisons de penser que les psychotropes peuvent souvent être

sans danger et utiles, même si le rendement des émotions négatives est adaptatif. Premièrement, il y

a des états pathologiques où la drogue peut normaliser ou compenser la pathologie, par exemple

l’aptitude du lithium à prévenir la manie. Deuxièmement, il y a des réponses émotionnelles

douloureuses normales qui n’ont plus d’utilité dans notre environnement moderne comme la

douleur lors d’une opération chirurgicale. Une attaque de panique peut sauver un chasseur en fuite à

la vue d’un lion, mais peut coûter la vie à un conducteur sur une voie d’autoroute. Troisièmement,

le corps a des défenses redondantes, par conséquent le blocage d’une émotion négative peut n’avoir

que peu de conséquences délétères, comme le blocage de la fièvre ne retarde pas forcément la

guérison d’une infection. Quatrièmement, les systèmes biologiques régulant l’expression de la

défense doivent, en vertu des principes de détection des signaux, être construits pour manifester la

défense chaque fois que, en moyenne, ça vaut la peine. Parce que plusieurs défenses ne coûtent pas

cher, mais protègent contre des menaces fatales potentielles dont la présence est signalée par des

signes peu sûrs, même un système optimal produira beaucoup de fausses alarmes [339]. Comme le

vomissement, qui peut éliminer une toxine potentiellement fatale au prix de perdre quelques

centaines de calories, la peur et la baisse de l’humeur peuvent abaisser la tendance des

comportements qui sont dangereux ou inutiles. Finalement, le cerveau n’était pas conçu pour le
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bénéfice des individus mais de leurs gènes. Comme Wilson l’avait posé, « L’amour raccorde les

haines, l’agression, la peur, l’expansion, le retrait, et encore, dans des mélanges désignés non pour

promouvoir le bonheur de l’individu, mais pour favoriser la transmission maximale des gènes

contrôleurs » [547].

Ces considérations permettent d’entrevoir, et même de prédire, un futur dans lequel les

drogues vont éliminer aussi bien les souffrances émotionnelles normales et pathologiques, parce

que maintenant elles éliminent la souffrance physique. D’un autre côté, les mêmes facteurs

amoindrissent la vue simpliste, défendue par certains psychiatres et compagnies pharmaceutiques,

que les émotions aversives intenses résultent tout le temps d’anormalités cérébrales. Certaines

anxiétés et baisses de l’humeur sont originaires de déficiences cérébrales, mais bien d’autres sont le

résultat de cerveaux normaux et résultent d’un déséquilibre dans la balance de la chimie cérébrale

dans le même sens du superflu qu’une toux résulte d’une activité excessive des centres de contrôle

de la toux. De plus, ce n’est pas parce qu’une drogue bloque une émotion négative que cette

émotion est anormale, ni que la drogue agit par réversion d’une déficience cérébrale. L’aspirine,

après tout, réduit la température corporelle uniquement chez ceux qui ont la fièvre, mais la fièvre

est une défense contre une maladie et non une maladie elle-même.

D- III- CONCLUSIONS

Les capacités émotionnelles ont évolué pour augmenter la performance Darwinienne des

individus qui recherchent les ressources et évitent les dangers. La poursuite de buts associés aux

émotions tend à placer les organismes dans un gradient hédoniste et adaptatif, mais les systèmes

neuronaux du comportement ont été désignés pour maximiser nos performances Darwiniennes, pas

nos joies, de sorte que nos plaisirs sont souvent éphémères et nous ressentons une souffrance
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inutilement. Les systèmes neurochimiques médiateurs de ces états nous confèrent une vulnérabilité

intrinsèque aux drogues d’addictions là où elles sont disponibles. Une meilleure compréhension des

mécanismes, de l’origine et des fonctions des émotions, permet d’améliorer nos capacités à mieux

affronter les substances d’addiction et notre sagesse à prendre des décisions quant aux utilisations

thérapeutiques des drogues psychoactives.

D- IV- APPROCHES THÉRAPEUTIQUES

Les approches modernes du traitement des addictions ont été influencées par plusieurs

facteurs importants. Ces facteurs incluent l’avancement dans notre connaissance de la nature des

addictions, basée sur des études longitudinales, et les progrès dans l’élucidation de la biologie des

comportements de dépendance. De plus, les changements dans les politiques de santé public ont

commencé à former notre manière de traiter les dépendances.

La dépendance est couramment définie comme une tolérance et une dépendance physique à

une drogue d’addiction. La tolérance représente une adaptation à l’exposition répétée d’une drogue

de telle sorte que la réponse pharmacologique est diminuée [125]. La dépendance physique est un

état caractérisé par les symptômes de retrait lorsque la prise de la drogue est arrêtée ou

significativement réduite. Les symptômes de retrait tendent à s’opposer quasiment aux effets

initiaux de la drogue, et apparaissent dès que la drogue commence à disparaître du corps sous l’effet

du métabolisme et de l’excrétion [348]. Si la tolérance et les symptômes de retrait étaient les seuls

problèmes d’une personne dépendante, le traitement consisterait à détoxiquer pour nettoyer le corps

et à donner des médicaments pour bloquer les symptômes de retrait [348]. Si la prise de drogue ne

refait pas surface, les mécanismes de l’homéostasie vont graduellement se réadapter à l’absence de
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drogue [252]. Maintenant nous savons que la détoxication est, au meilleur, une première étape dans

le traitement et que l’abstinence est rarement obtenue, le plus difficile est la prévention de la

rechute.

Il est important de noter que la tolérance et les symptômes de retrait se manifestent

également chez les personnes non dépendantes traitées par un médicament commun auquel

l’organisme s’adapte. Ceci concerne les médicaments de l’hypertension, l’anxiété et la douleur. De

plus de peur de produire une addiction, la douleur est sous-traitée [75] même en phase finale d’un

cancer, ce qui peut alimenter le débat sur le suicide assisté (euthanasie). Des patients sont laissés à

leur douleur inutilement alors que les traitements de la douleur sont disponibles, à cause de la peur

de l’addiction et par conséquent, le suicide semble être le seul alternatif possible [126].

Si la tolérance et la dépendance physique n’étaient pas le cœur de l’addiction, alors qu’elle

est la meilleure définition ? Comme la définition a évolué [125], l’addiction est un syndrome

caractérisé par la compulsion du comportement toxicomaniaque de recherche de la drogue qui

résulte dans l’altération des fonctions sociales et psychologiques ou dans des dommages sanitaires.

Alors qu’initialement l’usage de la drogue est volontaire, l’individu, une fois dépendant, est assailli

par l’urgence presque irrésistible de continuer ou de reprendre la prise de la drogue. Même après

une détoxication et une période longue d’abstinence, la rechute se produit fréquemment malgré

l’effort sincère d’abstinence. Les gens ou les situations associées auparavant à la prise de drogue

produisent des réactions involontaires et pourraient provoquer la rechute [351,544]. Les

mécanismes biologiques de ce comportement apparemment réflexe ont suggéré des études sur

l’animal au niveau neurochimique [234] et moléculaire [343]. Cliniquement, le profil de ces

comportements est caractérisé par un retour répété à la prise de la drogue qui est souvent
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manifestement une auto destruction. Un point clef à comprendre par les cliniciens est que l’enclin à

la rechute est basé sur les changements des fonctions du cerveau qui persistent des mois voir des

années après la dernière prise de la drogue. En réalité, ces changements des fonctions du cerveau

vont interagir avec des facteurs environnementaux comme le stress social et les situations qui le

déclenchent.

Les confusions sur le diagnostic et le pronostic de l’addiction proviennent du fait que les

personnes dépendantes se présentant au traitement ont des complications sociales et psychologiques

qui cachent le processus de l’addiction. Le patient typique évolue d’une utilisation à un abus de la

drogue et à une dépendance au cours d’une période de plusieurs années. Au cours de cette période,

il est souvent le cas que des problèmes sociaux, professionnels, familiaux, médicaux et légaux se

développent. L’Index de la Sévérité de l’Addiction [305] contient sept classes de variables qui sont

mesurées pour obtenir l’indice de sévérité. Les patients se situant au plus haut de l’échelle, sur la

base de la quantité de drogue utilisée et pas sur d’autres dimensions, ont le pronostic le plus

favorable. Au contraire, les patients ayant des complications psychosociales sévères en dehors du

domaine de la drogue ont le plus mauvais pronostic et rechuteront indépendamment de leur niveau

de sévérité dans l’usage de la drogue [551].

Des maladies psychiatriques coexistent souvent avec l’addiction. Celles-ci incluent les

désordres de l’anxiété, psychotiques et affectifs comme la dépression. Même si certains de ces

diagnostics, appelé « diagnostics duels », sont simplement une occurrence de coïncidence de

désordres communs, la superposition est plus forte que ne le prédit le simple fait du hasard sur la

base de la prévalence dans la population [212]. Il y a deux types de relations, et chacune se

rencontre probablement dans différents groupes d’utilisateur de drogues. La préexistence d’un
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désordre psychiatrique pourrait augmenter la vulnérabilité de l’individu à initier l’usage de la

drogue comme une automédication des symptômes psychiatriques [216]. La seconde possibilité est

le fait que l’usage chronique de la drogue modifie le cerveau et les interactions sociales qui

prédisposent l’individu au développement des maladies psychiatriques. Cette dernière hypothèse a

été supportée par l’observation que plusieurs symptômes psychiatriques associés aux désordres des

dépendances commencent après le processus d’addiction et se résolvent spontanément après

quelques semaines d’abstinence de l’usage des drogues [451,452]. S’ils ne résolvent pas, ces

désordres psychiatriques associés devraient être traités par les psycho-stimulants spécifiques.

Comme notre compréhension de la nature chronique des désordres des addictions a

augmenté, il apparaît clair que les traitements devraient se baser sur un modèle de maladie

chronique comme utilisé pour le traitement du diabète ou de l’asthme plutôt qu’une maladie aiguë

comme la pneumonie. Le shift d’un modèle de traitement aigu ou de courte durée vers un modèle

de traitement chronique est en cours de réalisation, et rencontre des résistances. Aux USA, le

système sanitaire est traditionnellement prêt pour une détoxication plutôt que pour la prévention des

rechutes à long terme.

D- V- LES DIFFERENTS TRAITEMENTS

La notion de traiter médicalement le problème des addictions a été controversée par le passé,

la philosophie de certains s’y oppose [335]. Si on admet que l’usage chronique de la drogue produit

des changements de longue durée dans le cerveau, il est naturel de chercher le traitement qui

combat les effets de la lésion et facilite l’approche par des traitements comportementalistes [133].

Les traitements comportementalistes sont encore nécessaires pour s’occuper des aspects
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psychologiques du désordre, mais les deux approches peuvent marcher ensemble. Les efforts de la

recherche ont fourni des médications pour traiter la dépendance aux opioides, à la nicotine ou à

l’alcool [349]. Ces traitements sont présentés selon leur catégorie et leur mécanisme. Les

traitements peuvent aider au cours de la détoxication et pour prévenir les rechutes. Même si des

développements intéressants ont été réalisés dans le domaine des traitements de la dépendance à la

cocaïne et autres stimulants, aucun traitement n’est encore disponible. Pour les stimulants, les

hallucinogènes, le tabac ou le cannabis, les traitements sont comportementalistes et les

médicaments ne sont donnés que si un désordre psychiatrique coexistant est présent.

D- V- 1- LA DÉTOXICATION

Paradoxalement, même si l’addiction est un désordre chronique, la détoxication est peut-être

le seul élément couvert dans certains contrats d’assurances maladie. La détoxication est très utile

comme traitement premier de la dépendance à la nicotine [124]. L’inconfort du retrait peut être

relevé par une réduction graduelle des doses de nicotine délivrées dans les timbres transdermiques,

les gommes à mâcher, ou le spray nasal. Après facilitation par la détoxication, la nicotine est parfois

utilisée plusieurs mois comme traitement de blocage de l’envie et pour aider les anciens fumeurs à

maintenir le sevrage [124].

Dans le traitement de la dépendance à l’alcool, la détoxication est très importante parce que

la menace du syndrome de retrait est potentielle durant toute une vie. Il existe aussi des évidences

que la sensibilisation se produit au cours du retrait de telle sorte que la répétition des retraits rende

progressivement les symptômes plus sévères. Le traitement des symptômes au contraire pourrait

retarder le processus de sensibilisation [47]. Les benzodiazépines suppriment effectivement le
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syndrome de retrait, et avec une attention particulière aux électrolytes et vitamines, la plus grande

majorité des patients pourra facilement aller vers un état d’abstinence alcoolique en préparation

pour un programme de réhabilitation de longue durée [47].

Pour les patients dépendants de l’héroïne et autres opioides, la détoxication médicalement

assistée est utile seulement pour préparer l’état d’abstinence à long terme ou la réhabilitation

maintenue par les antagonistes opioides [348]. Puisque la majorité des patients inclus dans les

programmes de sevrage rechutent rapidement, la détoxication, même supportée par les systèmes

publics et privés d’assurance maladie, est souvent inutile [300,438]. La détoxication n’est pas

applicable aux patients qui dépendent des opioides et qui préfèrent se maintenir par la méthadone

ou un autre agoniste opioide [243]. Les thérapies de groupe sont effectives pour des patients

sélectionnés, sont chères et de moins en moins disponibles [144].

Le syndrome de retrait des opioides, même inconfortable, n’est pas menaçant toute une vie,

et peut facilement être traité par une diminution graduelle de la dose d’un opioide de durée d’action

longue comme la méthadone [300,438]. Quand pour des raisons de restriction légales, la méthadone

n’est pas disponible pour la détoxication, les médicaments utiles sont ceux qui suppriment l’activité

adrénergique centrale [300,438]. Ces derniers ont été développés chez le modèle animal de retrait

des opioides. Ces études ont montré que les agonistes α-2 qui agissent sur les auto-récepteurs

produisent une inhibition pré-synaptique de l’activité du locus coeruleus effective pour réduire la

composante adrénergique majeure du syndrome de retrait des opioides [149]. Par conséquent, la

clonidine [149] et la lofexidine [21] ont trouvé une place dans le traitement des symptômes de

retrait des opioides. Le syndrome de retrait des stimulants comme la cocaïne ou l’amphétamine
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consiste en symptômes de fatigue et dépressifs qui généralement se résolvent au cours de quelques

jours et n’ont pas besoin de médicaments [348].

Comme désordre chronique, l’addiction nécessite un traitement de longue durée qui est

généralement mesuré en mois et en années. Les médicaments qui ont montré une efficacité, en

association avec les traitements du comportement, dans la prévention de la rechute sont classés en

agonistes, combinaisons d’agonistes et antagonistes et anti-besoin.

D- V- 2- LES MÉDICAMENTS AGONISTES

L’année 1960, date à laquelle l’utilité de la méthadone dans le traitement de la dépendance à

l’héroïne a été démontrée est une étape cruciale dans la voie du traitement médical des addictions

[109]. La méthadone est un agoniste des récepteurs µ opioide, lent et de longue durée d’action, qui

réduit le besoin en héroïne et prévient ses effets de renforcement ou euphoriques si le patient

« oubli » et prend une dose d’opioide [109]. Le mécanisme de prévention de l’euphorie est appelé

tolérance croisée. Il est basé sur le principe que la tolérance « insensibilité » acquise pour un produit

d’une certaine catégorie invite à la tolérance pour tous les produits de cette catégorie. En fait, la

dose de méthadone doit être ajustée à la pureté de l’héroïne que prenait le patient. Une dose

d’héroïne significativement plus forte en opioide équivalent que la dose de maintenance en

méthadone va surpasser l’effet de tolérance croisé [109]. Sur la base d’une dose bien ajustée de

méthadone, les patients peuvent être maintenus plusieurs années [16]. Le besoin en opioides est

diminué ou absent, et les patients sont capables de s’engager dans des activités constructives [109].

La cognition et la vigilance ne sont pas affectées, et le fonctionnement dans des tests complexes

incluant les études supérieures peut être accompli [437]. Actuellement, plus de 115000 anciens
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dépendant à l’héroïne sont maintenus par la méthadone. Ceux qui ont des problèmes

psychologiques significatifs nécessitent des conseils ou une psychothérapie en plus du médicament.

Un agoniste nouveau disponible qui peut être utilisé pour le maintien est le levo-alpha acetyl

methadyl (LAAM). Cette drogue a des métabolites actifs à long terme qui bloquent les symptômes

de retrait et le besoin pendant plus de 72 heures et n’a besoin d’être prise que deux à trois fois par

semaine. Un autre nouveau médicament, buprenorphine est un agoniste partiel des récepteurs µ et

un antagoniste des récepteurs κ. Comme agoniste partiel, il produit des effets opioides limités et par

conséquent l’overdose est rare. Par son affinité pour le récepteur µ, il empêche l’effet des autres

opiacés et opioides, et donc réduit l’usage de l’héroïne. Les patients traités avec le buprenorphine

deviennent dépendants à ce médicament comme c’est le cas pour la méthadone et LAAM, mais le

symptôme de retrait du buprenorphine est très léger.

D- V- 3- LES MÉDICAMENTS ANTAGONISTES

La connaissance de l’interaction des opioides avec les récepteurs aux opioides pour produire

leurs effets pharmacologiques a permis le développement des antagonistes spécifiques qui ont une

forte affinité pour le récepteur mais n’activent pas la chaîne des événements cellulaires qui

produisent les effets des opioides [410]. La naltrexone est un antagoniste avec une forte affinité

pour le type µ et moins d’affinité pour le type δ et κ [406]. Au contraire de la méthadone, elle n’a

pas d’activité agoniste, et donc pas d’effets calmants ou subjectifs [410]. Quand elle a été introduite

la première fois, on a pensé qu’elle était un médicament idéal pour la dépendance à l’héroïne, par

l’occupation des récepteurs opioides et le blocage des effets de l’injection de l’héroïne. Les

expériences ont montré que les dépendants à l’héroïne, préfèrent la méthadone pour ses effets légers

de renforcement de l’héroïne, absents avec la naltrexone. La naltrexone n’a été utilisée que très peu
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chez les « collier blanc » dépendant aux opioides, comme les médecins, les infirmières et les

anciens dépendants libérés de prison sous conditions [81]. Moins de 10 % de ceux qui ont reçu cette

drogue ressentent la nausée et la dysphorie [534]. Même si le blocage à long terme des récepteurs

opioides est suspecté altérer les fonctions neuroendocrines, on a noté peu d’effets même chez les

patients qui ont reçu la naltrexone tous les jours pendant des années [348]. Il y’a des raisons de

croire que la libération lente d’une préparation injectable de naltrexone serait meilleure parce

qu’elle permet une administration mensuelle, évitant les difficultés liées à la conformité qui sont

inhérentes à l’ingestion orale du médicament [242].

D- V- 4- LES COMBINAISONS AGONISTES ET ANTAGONISTES

Une combinaison intéressante qui a montré son efficacité en phase clinique est la

combinaison de nicotine et de mécamylamine pour la prévention de la rechute lors du sevrage

tabagique. Il a été proposé que la stimulation du récepteur par l’agoniste et l’antagoniste en même

temps serait plus efficace et les effets secondaires des deux drogues s’opposeraient mutuellement

[431]. Cette hypothèse a été supportée par les données cliniques, mais le mécanisme est inconnu et

les études sont requises dans ce domaine.

D- V- 5- LES MÉDICAMENTS ANTI-BESOIN

Le concept de besoin de la drogue a été critiqué parce qu’il est un phénomène subjectif qui a

plusieurs sens suivant le contexte. Le besoin peut être induit par des stimuli associés auparavant

avec la prise ou les effets de la drogue, mais ces stimuli peuvent ou non amener à la consommation

de la drogue [111]. Récemment, la FDA (Food and Drug Administration) a approuvé
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l’antidépresseur bupropion comme médicament qui réduit le besoin de nicotine et aide dans la

prévention de la rechute même en absence de symptômes de dépression. Le mécanisme d’action est

inconnu, mais les résultats en double-aveugle sont cliniquement significatifs avec une baisse du

besoin de nicotine et une augmentation du nombre des abstinents. Une médication à base de timbre

à la nicotine pour bloquer le syndrome de retrait lors de la détoxication est suivie par le bupropion

pour réduire le besoin de nicotine et maintenir l’état sans nicotine.

Une médication a également reçu l’approbation du FDA pour la prévention de la rechute

pour les alcooliques. Les études en double-aveugle ont montré la réduction du besoin d’alcool et de

rechute chez les alcooliques détoxiqués et traités à la naltrexone [352,534]. Comment un

antagoniste des récepteurs opioides est devenu utile dans le traitement de l’alcoolisme est tributaire

des expérimentations animales sur la recherche du traitement des addictions. Au début des années

1980, le blocage des récepteurs opioides a montré une baisse de la préférence pour l’alcool chez les

primates non humains et les rongeurs [11]. Ces résultats ont amené Volpicelli et ses collègues à

tester la naltrexone chez l’homme [534]. Actuellement les études ont montré que l’alcool produit

moins de récompense lorsque les récepteurs opioides sont bloqués, probablement parce que l’alcool

active le système opioide endogène [221]. Ce médicament est utilisé comme adjuvant depuis 1997

pour réhabiliter une minorité d’alcooliques mais son efficacité est de plus en plus reconnue, ainsi le

nombre d’alcoolique bénéficiant de ce traitement a dépassé celui des dépendants à l’héroïne, à

l’origine de son développement. Le nalmefene, un autre antagoniste de longue durée des récepteurs

opioides, utilisé dans le traitement de l’overdose par les opioides, a également été montré capable

de réduire la rechute de l’alcoolisme [297].

L’utilité de la naltrexone dans l’alcoolisme a été découverte en Amérique du nord [534] et

plusieurs pays Européens ont adopté très vite son utilisation. L’acamprosate est un médicament

différent qui réduit le besoin de l’alcool. Il a été développé en Europe et il est a peine entré en phase
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clinique aux USA. Ce médicament semble réduire l’hyperexcitabilité neuronale de long terme qui

apparaît lors de la consommation chronique d’alcool. Les mécanismes ne sont pas clairs et peuvent

inclure des altérations de l’expression des gènes codant les récepteurs aux acides aminés

excitateurs. Ce médicament supprime la prise d’alcool chez le rat [40] et, comme dans le cas de la

naltrexone, son activité dans le modèle animal prédit son efficacité clinique. Dans des études en

double aveugle [445], l’acamprosate a augmenté l’abstinence alcoolique et a réduit la durée de la

prise d’alcool si les patients dorment et consomment un peu d’alcool. Comme ce médicament n’agit

pas sur le système opioide endogène, il est prédit que ses effets seraient additifs avec ceux de la

naltrexone. Les études sur les interactions de ces deux médicaments ont été planifiées.

D- V- 6- BLOCAGE DU METABOLISME DE L’ALCOOL

Jusqu’à 1995, le seul médicament disponible pour le traitement de l’alcoolisme était le

disulfiram. Ce médicament bloque le métabolisme de l’alcool et produit une accumulation

d’acétaldéhyde, un dérivé toxique [348]. La réaction à l’acétaldéhyde est tellement déplaisante

qu’elle prévient effectivement les patients de la consommation d’alcool. Cette drogue a encore une

place dans la pharmacopée et les médicaments pour l’alcoolisme, mais son utilité est limitée

simplement parce que les patients ne respectent pas la prescription [134]. Des techniques diverses

impliquant le contrat ou la contrainte légale augmente le respect de la prescription et par là le

succès du traitement [206].
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D- V- 7- LA VACCINATION

La notion de prévention de la rechute par immunisation du patient par la drogue de son désir

a été d’abord examiné pour la morphine. Les singes ont été immunisés par la morphine-6-

hemisuccinate-BSA. Les anticorps anti-morphine obtenus ont réduit l’auto administration de

l’héroïne mais pas de la cocaïne [218]. La technique n’a jamais été testée cliniquement,

probablement à cause de la mise sur le marché de la naltrexone. Récemment la technique a été

appliquée à la cocaïne. Les anticorps obtenus réduisent les effets moteurs, les comportements

stéréotypés chez le rat induit par la cocaïne et pas par l’amphétamine [64]. Les concentrations

cérébrales de cocaïne ont également été baissées par les anticorps et dans une autre étude [128], les

rats réduisent l’auto administration de cocaïne par voie intraveineuse après un transfert passif des

anticorps anti-cocaïne. D’autres études comportementales chez l’animal, impliquant la relation effet

dose, sont nécessaires pour résoudre certains problèmes sérieux à tester. La cocaïne est bon marché

et disponible aux USA. Les patients qui veulent rechuter n’ont qu’à prendre une forte dose de

cocaïne ou un autre stimulant pour tromper, épuiser l’anticorps.

D- VI- CONCLUSION : LE SYSTÈME MÉDICAL AUX ÉTATS UNIS ET LES

ADDICTIONS

L’efficacité des approches d’un traitement spécifique des addictions est étonnamment

bonne, et comparable aux résultats obtenus pour d’autres maladies chroniques comme le diabète et

l’asthme [350]. Les études contrôlées sur l’efficacité sont conduites dans des institutions

académiques et peuvent ne pas refléter la rigueur moins bonne des programmes de traitement dans

la communauté. Le problème des cliniciens moins bien préparés est très sérieux. Les recherches
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fondamentales ont progressé dans la connaissance des addictions, et cela a permis l’avancement des

traitements. Le challenge actuel serait de mettre ces progrès disponibles aux patients dans le besoin.

Théoriquement, le traitement des addictions devrait être la priorité du système médical.

L’addiction est bien connue comme facteur étiologique important de conséquences très coûteuses

comme le cancer, la détérioration du foie, les maladies cardiaques, les accidents et la violence pour

nommer que quelques-uns. Plusieurs études ont montré que pour chaque $1 investi dans le

traitement des addictions, il y a un gain net de $4 à $12 [145] suivant le type de la drogue et le type

de traitement. Malheureusement, le bénéfice de ces investissements à un effet à longue durée, et les

programmes de politique sanitaire, orientés dans notre monde par les profits, semblent viser des

buts à courts termes. Aux USA, les fonds pour le traitement des addictions ont été réduits

sérieusement, aussi bien dans les programmes des secteurs publics que privés. Quand les fonds sont

disponibles, ils ont tendance à être utilisés dans des traitements brefs des addictions plutôt que dans

des soins de longue durée, donc sans tenir en compte du caractère chronique de la rechute [350]. À

cause des niveaux bas de remboursement des soins, les cliniciens bienveillants ont tendance à se

faire payer moins cher et non aux tarifs professionnels. Même si le niveau des complications chez

ces patients est généralement très élevé, avec des problèmes de poly dépendance et de déséquilibres

psychiatriques, les premiers thérapeutes n’ont pas de formation adéquate à l’échelle de cette

complexité. Même si des médecins sont consultés, leurs connaissances dans le domaine de la

psychopharmacologie des addictions sont fragmentaires, puisque ce programme n’est pas inclus

dans le cursus universitaire. Par conséquent, il y a une tendance à moins bien utiliser les moyens de

la psychopharmacologie disponibles actuellement pour améliorer le traitement des addictions.
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E- ROLES DU MONOXYDE D’AZOTE (NO) DANS LES ADDICTIONS

Le gaz radicalaire libre monoxyde d’azote (NO) joue un rôle très important dans divers

processus physiologiques. Il est synthétisé à partir du précurseur L-arginine par l’enzyme NO

synthase (NOS), qui transforme la L-arginine en NO et citrulline. Cette voie de synthèse existe dans

le système nerveux central (SNC), où le NO semble être une molécule messager remplissant la

plupart des critères d’un neurotransmetteur.

Des études récentes indiquent que le NO pourrait jouer un rôle important dans la

dépendance aux drogues telles les opioides, l’alcool, les psycho-stimulants et la nicotine. Les

inhibiteurs de NOS diminuent certains signes de retrait des opioides, de l’alcool et de la nicotine.

Ces résultats suggèrent l’implication du NO dans l’expression des signes de retrait et

ouvrent l’hypothèse selon laquelle le NO est un médiateur du développement de plusieurs signes de

retrait. Même s’ils sont préliminaires, les résultats obtenus à ce jour suggèrent que la

neurotransmission glutamatergique est probablement responsable des effets bénéfiques des

inhibiteurs de NO sur les signes de retrait. De plus le NO et le dérivé peroxynitrite (OONO-)

stimulent la libération des neuromédiateurs dans le SNC et régulent la perméabilité de la barrière

hémato encéphalique.

Des données émergeantes suggèrent de plus en plus un rôle beaucoup plus général pour le

NO dans le potentiel d’addiction de différentes classes de drogues. Par conséquent, la modulation

de la voie du NO pourrait être une cible potentielle dans les approches thérapeutiques des

addictions.
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E- I- GÉNÉRALITÉS SUR LE MONOXYDE D’AZOTE

Le NO est un gaz radicalaire libre, très labile avec une durée de vie d’environ 6-10 sec avant

sa conversion par l’eau et l’oxygène en nitrates et nitrites [477]. Le NO était connu depuis

longtemps chez la bactérie, mais avant 1988 il n’y avait aucune évidence de ses rôles biologiques

chez les vertébrés. Par la suite, le NO a été reconnu comme molécule messager dans le SNC,

remplissant certains critères des neurotransmetteurs [48,475]. Par exemple, le NO diffuse d’un

neurone vers un autre, et un récepteur candidat (le fer du site catalytique de la GC (guanylate

cyclase) [46]) a été identifié. Cependant, le NO est différent de la plupart des neurotransmetteurs du

SNC, car il n’est pas stocké dans des vésicules synaptiques, n’est pas libéré par exocytose et n’agit

pas sur des protéines réceptrices de la membrane neuronale [46,101]. Il reste à déterminer si le NO

est unique ou seulement le premier d’une classe nouvelle de modulateurs neuronaux, mais il est

bien établi que le NO est probablement un médiateur significatif des signes de la dépendance aux

drogues d’addiction.

Figure 6. Biosynthèse du NO.

(Ca2+/CaM = calcium/calmoduline, NADPH = nicotinamide adénine dinuctéotide phosphate, NO =

monoxyde d’azote, NOS = NO synthase).

O2, Ca2+ / CaM O2, NADPH, Ca2+ / CaM

    L-Arginine      NOS Arginine-OH NO + Citrulline
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La synthèse du NO se fait en deux étapes [46]. La première étape consiste à convertir le

précurseur L-arginine en arginine hydroxylée, une réaction catalysée par la NO synthase (NOS).

Dans la seconde étape, l’arginine hydroxylée est convertie en NO et en citrulline. Le calcium, la

calmoduline (CaM), l’oxygène et le nicotinamide dinucléotide phosphate (NADPH) contribuent à la

synthèse (Fig. 6).

L’existence de trois isoformes de NOS a été démontrée par l’isolement et le séquençage

d’ADNc codant l’enzyme à partir de plusieurs sources de tissus de l’homme, des bovins, du rat et

de la souris [356]. Ce sont des enzymes endothéliales ou eNOS, neuronales ou nNOS ou inductibles

ou iNOS. Les isoformes eNOS et nNOS ont été trouvées à l’origine dans les cellules endothéliales

et neuronales, respectivement. L’isoforme iNOS est inductible dans les macrophages et autres types

de cellules en réponse aux endotoxines et/ou diverses cytokines [318,356]. Certains inhibiteurs

connus de NOS et leur sélectivité qualitative, estimée in vitro, pour ces différentes NOS sont cités

dans le Tableau I.

Une voie L-arginine NO existe dans le SNC [46,136,317], avec un niveau d’activité NOS

différent suivant les régions du cerveau, cervelet, hippocampe, striatum, cortex, hypothalamus,

cerveau moyen et medulla. Le plus haut niveau d’activité NOS se trouve dans le cervelet et le plus

bas dans la medulla [127].

Le NO a été impliqué comme produit chimique nuisible au cerveau [224,476] et suggéré

responsable de la toxicité neuronale des maladies d’Alzheimer, de Huntington, et dans l’ischémie

cérébrale [183]. Le NO pourrait être responsable de l’altération neuronale causée par l’alcool [247]

et l’ischémie cérébrale [115,346].
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Tableau I. Sélectivité de quelques inhibiteurs de NOS. (Exception pour le 7-NI soluble dans l’huile

de cacahuète, les autres inhibiteurs sont solubles dans l’eau).

Produit Abréviation a Potentiel inhibiteur a

NG-monometyl-L-arginine L-NMMA nNOS = eNOS > iNOS

NG-nitro-L-arginine L-NA nNOS = eNOS >> iNOS

NG-amino-L-arginine L-NAA nNOS = iNOS > eNOS

L- NG-nitro-arginine L-NNA Pas d’information

7-nitroindazole b 7-NI nNOS = eNOS = iNOS

L- NG-nitro-arginine-methyl ester L-NAME Pas d’information

Ndiminoethyl-L-ornithine L-NIO iNOS > eNOS = nNOS

Aminoguanidine Pas d’abréviation iNOS > eNOS = iNOS

Agmatine c Pas d’abréviation Pas d’information

a, abréviation [318]. b, bien qu’il ne soit pas sélectif pour les enzymes isolées, il montre une

sélectivité apparente pour nNOS [318,321]; c, dérivé actif de l’arginine [274] et se fixe avec une

forte affinité sur tous les sous types de récepteurs imidazoline et α2 adrénergiques [409].

Récemment, des études ont montré que l’agmatine inhibe la NOS sur des préparations d’aorte

de lapin [15] et dans le cerveau de rat [135].

De plus, le NO a été impliqué dans d’autres fonctions cérébrales, comme la perception de la

douleur [321,322], l’apprentissage et la mémorisation [556], l’anxiété [400], la crise [203], les

comportements de prise d’aliments [328], de boisson [58] et la libération et la capture des

neurotransmetteurs [357]. Ces observations ont toutes été obtenues avec les inhibiteurs de NOS et

suggèrent un rôle pour le NO dans ces mécanismes. Par conséquent, le rôle critique du NO dans les

réponses du SNC à une variété de stimulus semble évident. Des études récentes suggèrent que le
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NO joue un rôle dans le développement de la dépendance physique aux substances d’addiction

comme l’alcool et les opioides.

E- II- LIBÉRATION DES NEUROTRANSMETTEURS ET LE NO

Le NO et son dérivé le peroxynitrite stimulent la libération des neurotransmetteurs du SNC.

Les donneurs de NO testés actuellement stimulent la libération de plusieurs neurotransmetteurs

(Tableau II).

Les antagonistes de NOS inhibent la libération des neurotransmetteurs comme l’acétylcholine

(Tableau III), la dopamine (Tableau IV), la noradrénaline (Tableau V) et les aminoacides

neuronaux GABA, glutamate et taurine (Tableau VI). Les mécanismes par lesquels le NO et le

OONO- stimulent la libération des neurotransmetteurs sont controversés. Les résultats obtenus dans

ce domaine permettent de proposer une présentation schématique (Fig. 7) et de tirer les conclusions

suivantes :

Le NO et le OONO- agissent sur la face externe des membranes des cellules car les inhibiteurs qui

traversent difficilement les membranes comme l’hémoglobine sont capable de diminuer les effets

du donneur de NO, comme le NMDA [319,361,366] et le RBS [487] sur la libération des

neurotransmetteurs.
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Tableau II. Stimulation des neurotransmetteurs par des donneurs de NOS. (Abréviations : N,

noradrénaline ; D, dopamine ; A, acétylcholine ; GABA, acide gamma amino butyrique ; Glu,

glutamate ; T, taurine)

Produit Abréviation Neurotransmetteur

Monoxyde d’azote NO (gaz) N

Isosorbide dinitrate ISDN D

Roussin’s black salt RBS D

3-morpholino-sydnonimine SIN-1 A, N, GABA, Glu

Sodium nitroprusside SNP A, D, N, GABA, Glu, T

S-nitroso-N-acetylpenicillamine SNAP A, N, GABA, Glu, T

S-nitrosoglutathione SNOG A, GABA, Glu, T

N-methyl-D-aspartate NMDA A, D, N, GABA

Hydroxylamine Pas d’abréviation A, D, N

L-arginine Pas d’abréviation D

L’implication du GMPc est moins spécifique du fait de ses actions multiples : modulation

des canaux Ca2+ et Na+, actions sur les kinases et les phosphodiestérases GMPc-dépendantes 

[137].

Les résultats obtenus avec les inhibiteurs de la GC comme le bleu de méthylène et LY83583

sont généralement favorables à la contribution du GMPc à la libération des neurotransmetteurs

induite par le NO [271]. Cependant, les travaux avec zaprinast, un inhibiteur de la

phosphodiestérase, [487] et les analogues de GMPc comme le 8-bromo-GMPc [493] n’ont pas

confirmé le rôle du GMPc dans les effets du NO. Ainsi, le rôle du GMPc dans les effets du NO sur

la libération des neurotransmetteurs reste encore à démontrer.
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Figure 7. Présentation schématique de la libération des neurotransmetteurs induite par le NO et le

OONO-. Abréviation : NT, neurotransmetteur

Le rôle général du Ca2+ dans la libération des neurotransmetteurs s’applique aussi aux

effets du NO [271,360,493]. La libération des neurotransmetteurs évoquée par la dépolarisation de

la membrane fait intervenir un mécanisme dépendant du Ca2+ et un mécanisme indépendant du

Ca2+ mais dépendant du Na+. Ce dernier mécanisme est un processus reverse Na+ dépendant de

capture des neurotransmetteurs via les transporteurs (Fig. 7) [262]. Ces deux mécanismes sont

opérationnels pour la libération du GABA [360] mais pour la libération de la dopamine, le

mécanisme Ca2+ indépendant ne semble pas être lié au processus reverse de capture de la

dopamine car la nomifensine, un inhibiteur de la capture de la dopamine, n’a pas d’effet sur la
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libération induite par le NO en présence du chélateur de Ca2+ perméable le BAPTA-AM (1,2-

bis(o-aminophenoxy)-ethane) [487]. Il est donc possible que pour la libération de la dopamine, le

NO agisse par altération des réactions de contact et de fusion des vésicules de stockage suite aux

interactions entre les protéines synaptiques (VAMP2 et SNAP-25) et membranaire comme la

syntaxine. Un tel mécanisme de libération indépendant du Ca2+ a été proposé dans le cas de la

libération du glutamate par le NO [307,308]. De plus, le NO par S-nitrosylation et ADP-

ribosylation des protéines intracellulaires [49,482] peut modifier la machinerie de l’exocytose.

Ainsi, la nature exacte des mécanismes Ca2+ indépendants impliqués dans la libération par le NO

des neurotransmetteurs reste à élucider.

Pour le mécanisme Ca2+ dépendant, l’effet du NO sur la libération des neurotransmetteurs fait

intervenir la dépolarisation de la membrane par le NO et l’entrée de Ca2+ dans la cellule, car la

tétrodotoxine (TTX) inhibe l’effet du NO [389]. Le mécanisme de la dépolarisation de la membrane

par le NO reste à déterminer. Dans le cas où l’effet du NO sur la libération des neurotransmetteurs

est dépendant du GMPc, l’entrée du Ca2+ peut se faire par les canaux calciques dépendants du

GMPc [137]. Quatre types de canaux calciques voltage dépendant ou VDCCs (type P/Q, N et L)

sont exprimés par les neurones [327]. La TTX inhibe les effets du NO sur l’entrée du Ca2+ dans les

neurones via une inhibition des VDCCs de type N indépendante de GMPc [365]. Ces données

permettent de proposer que le NO dépolarise la membrane et ouvre les VDCCs à l’exception des

types N qui sont inhibés. Ces mécanismes participeraient à la libération des neurotransmetteurs

Ca2+-dépendante par le NO. On peut noter que les travaux montrent que le NO peut aussi bien

stimuler la libération basale ou inhiber la libération stimulée électriquement [37] ou par de fortes

concentrations de K+ [493]. L’inhibition des VDCCs de type N pourrait expliquer les effets

inhibiteurs du NO sur la libération des neuromédiateurs [365].
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Figure 8. Devenir du NO et du OONO-.

E- III- PARTICIPATION DU PEROXYNITRITE (OONO-) ET SES

INTERACTIONS AVEC LE NO

Le peroxynitrite se forme lors de la réaction du NO avec le superoxyde O2.-. Le

peroxynitrite a des propriétés oxydantes et intervient dans un ensemble de processus physiologiques

et pathologiques [23]. Suivant les conditions du milieu biologique, les réactions et les interactions

entre le NO et le peroxynitrite sont variées (Fig. 8). Il a été montré que le peroxynitrite intervient

dans les mécanismes de libération des neurotransmetteurs [361,366]. Les mécanismes Ca2+

dépendant et indépendant décrits pour le NO semblent valables pour le peroxynitrite [363]. De plus,

le radical hydroxyle (OH.) formé lors de la décomposition du NO et du OONO- semble également

participer aux mécanismes de libération des neurotransmetteurs. En effet, le mannitol, l’acide
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urique N, N’-dimethylthiourea et les autres scavengers de OH. facilitent les effets stimulateurs du

NO [358,359] et du OONO- [164,174] sur la libération des neurotransmetteurs. Les mécanismes

impliqués ne sont pas connus ni même les effets de l’application directe de OH.. Cependant, une

étude a démontré que la facilitation est liée à une entrée plus importante de Ca2+ via les VDCCs de

type L [364]. Les effets du NO et du OONO- vont donc dépendre du OH. formé lors de leur propre

décomposition.

E- IV- LA DÉPENDANCE AUX OPIOIDES ET LE NO

Des évidences récentes sont en faveur du rôle du NO dans la dépendance physique aux

opioides. Initialement, il avait été démontré que les inhibiteurs de NOS diminuent les signes de

l’abstinence de la morphine [3,220]. Dans ces études, le pré-traitement des rats avec L-NAME et L-

NNA (Tableau VII) a atténué certains signes du retrait de la morphine lorsqu’ils sont précipités par

la naloxone, comme la perte de poids et les tremblements du chien mouillé. Il a également été

observé que l’isosorbide dinitrate, un donneur de NO, induit les signes d’abstinence de la morphine

[3]. Des travaux postérieurs ont démontré le blocage d’autres effets de l’abstinence de la morphine

par les inhibiteurs de NOS [98,162,263,279,530,532]. Par exemple chez le rat dépendant à la

morphine, l’agmatine un inhibiteur de NOS, réduit notablement et dose dépendant la sévérité des

signes de retrait de la morphine précipités par la naloxone, comme les sursauts, le tremblement du

chien mouillé, les défécations…[13]. Le 7-NI, un inhibiteur plus spécifique de NOS du cerveau in

vivo [318,321], atténue d’avantage les signes de retrait des opioides que les autres inhibiteurs,

comme le L-NAME, le L-NNA et le L-NIO [530]. Dans une étude plus récente, les mêmes auteurs

ont montré que ce sont les formes eNOS et nNOS qui sont le plus impliquées dans les rôles associés

au NO dans la dépendance et le retrait de la morphine [532]. Ces observations suggèrent que le NO
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du SNC peut-être un modulateur du syndrome de retrait des opioides. De plus, ils permettent de

penser que les inhibiteurs de NOS pourraient être utilisés comme adjuvants lors du retrait des

opioides.

Peu d’études ont évalué les effets du NO sur le développement de la dépendance physique

aux opioides. Le traitement par le L-NMMA inhibe les signes de retrait de la morphine précipités

par la naloxone chez le rat dépendant [34]. Dans une étude récente, le traitement chronique de la

souris dépendante à la morphine par la morphine augmente le nombre de cellules positives pour la

nNOS dans le bulbe, les noyaux olfactifs, le cervelet, le locus coeruleus, la medulla oblongata, et le

baisse dans l’hypothalamus [94]. L’induction de l’abstinence par administration de la naloxone aux

souris dépendant à la morphine, augmente l’immunoréactivité de la nNOS dans l’hypothalamus et

le locus coeruleus. Ces observations indiquent que le NO peut avoir un rôle important dans le

développement de la dépendance physique et dans l’expression du syndrome de retrait des opioides

[498].

Les inhibiteurs de NOS sont aussi capables de prévenir ou de diminuer le développement de

la tolérance aux opioides [173,279]. L-NAME ou L-NA bloque le développement de tolérance aux

effets analgésiques de la morphine pendant au moins 7 jours [279].

On peut conclure que le NO peut avoir un rôle dans le développement de la tolérance à la

morphine. Cette conclusion est obtenue par la mesure de l’activité extracellulaire des neurones du

locus coeruleus de coupes de cerveau que L-NA a atténué [173].

Cependant, d’autres études n’ont pas atteint la même conclusion. Par exemple,

l’administration de L-NAME ou L-NMMA avec la morphine accélère, plutôt qu’inhibe le

développement de la tolérance aux effets analgésiques de la morphine [98]. Mais lorsque la

tolérance a été développée à la morphine seule, ces mêmes auteurs ont observé que ces antagonistes

réduisent son développement et les signes de la dépendance. Ils ont également montré que la L-
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arginine, un donneur de NO, retarde le développement de la tolérance aux opioides, mais que la L-

arginine est sans effet si la morphine a été donnée seule. Par des méthodes d’hybridation in situ et

d’immunohistochimie, on observe que l’administration répétée de la morphine pendant 10 jours

augmente l’ARNm de NOS dans la moelle épinière [277]. Cet effet était aussi accompagné par une

augmentation du nombre de cellules immunoréactives (et de la densité optique de la réaction). On

peut conclure que l’administration répétée de la morphine augmente la biosynthèse de NOS dans la

moelle épinière et reflète un changement adaptatif contribuant au développement de la tolérance et

de la dépendance aux opioides. Ces résultats sont en accord avec l’implication de la voie du NO

dans l’adaptation des neurones, le développement de la tolérance et de la dépendance physique qui

suivent l’administration chronique des opioides. Concernant l’effet analgésique des opioides, les

données sont moins certaines et les études devraient être poursuivies.

On ne sait pas encore quelle région du cerveau est importante pour obtenir avec les

inhibiteurs NOS la réduction des signes de retrait des opioides. La micro injection de ces inhibiteurs

dans différentes régions cérébrales permettra de déterminer où l’action est prépondérante pour la

dépendance aux opioides. Au niveau des mécanismes moléculaires, les preuves s’accumulent sur

l’interaction du NO avec la neurotransmission glutamatergique. L’activation par le glutamate des

récepteurs aux acides aminés excitateurs, particulièrement le sous-type NMDA (N-methyl-D-

aspartate) entraîne l’entrée de Ca2+ dans les neurones et l’activation des NOS dépendante du

calcium et de la calmoduline [138].

Cette activation des récepteurs NMDA est accompagnée par une augmentation de la

formation de NO [136] et sa libération. Le NO diffuse jusqu’au neurone présynaptique et augmente

l’activité de la GC et les concentrations de GMPc [291] (Fig. 9).

Le rôle et l’importance de l’activation des récepteurs NMDA et des acides aminés

excitateurs dans le développement de la dépendance physique aux opioides est bien connu
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[509,510]. Par exemple, les antagonistes NMDA inhibent les signes de retrait des opioides chez le

rat [172,241,509] et la souris [59,152,388]. À la lumière de ces données, la modulation des signes

de retrait des opioides par le NMDA implique en partie l’activation de la synthèse du NO.

E- V- LA DÉPENDANCE À L’ALCOOL ET LE NO

L’administration aiguë ou chronique d’éthanol inhibe la synthèse du NO dans les tissus

périphériques [225] et réduit l’élimination du NO dans l’air expiré [378]. Tenant compte de ces

observations, on peut suggérer que l’inhibition par l’éthanol de la voie arginine-NOS-NO dans le

cerveau est responsable d’une partie des effets sédatifs et hypnotiques de l’alcool [4]. Si cette

hypothèse était correcte, l’inhibition de NOS devrait augmenter et la formation du NO diminuer les

effets de l’alcool. Ces auteurs ont observé que L-NAME augmente la narcose de l’éthanol, alors

que l’isosorbide dinitrate, un donneur de NO, la diminue [4]. En accord avec cette hypothèse,

l’administration de 7-NI (20 mg/kg), un inhibiteur sélectif de nNOS, 30 minutes avant

l’administration de l’éthanol (4 g/kg, ip) augmente le temps de sommeil induit par l’éthanol chez le

rat [529]. La co-administration de 7-NI (40-120 mg/kg) avec une dose sub-hypnotique (2 g/kg)

d’éthanol produit un effet hypnotique chez ces animaux.

Cependant, ces résultats [529] ne montrent pas de façon claire que la baisse de production de

NO augmente l’effet de l’éthanol. L’effet du 7-NI a été attribué à des considérations

pharmacocinétiques. En effet chez les rats traités au 7-NI, la concentration d’éthanol baisse plus

lentement que chez les rats témoins. Cependant, le 7-NI (6 mg/kg) augmente les effets

anxiolytiques d’une concentration sub-effective (1 g/kg, ip) et effective (1,2 g/kg, ip) d’éthanol chez

le rat dans le test Plus Maze [122].
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Figure 9. Modèle de fonctionnement de la voie du NO dans le SNC. La libération du glutamate

(Glu) du neurone pré-synaptique agit sur les récepteurs NMDA du neurone post-synaptique et

augmente le Ca2+ intracellulaire. Le Ca2+ avec la calmoduline active la NOS. Le NO produit

diffuse jusqu’au neurone pré-synaptique où il augmente l’activité de la GC et les concentrations de

GMPc qui stimule la libération du glutamate.

Les effets du 7-NI dans cette étude ne pouvaient être attribué à des effets

pharmacocinétiques, car le 7-NI à des doses inférieures à 20 mg/kg n’a pas d’effet sur la clearance

de l’éthanol chez le rat [529]. Certainement, l’explication simpliste de l’ensemble de ces

observations est que l’inhibition des voies dépendantes du NO augmente l’efficacité hypnotique et
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anxiolytique de l’éthanol. Est-ce que l’inhibition de NOS augmenterait l’efficacité de renforcement

de l’éthanol ? Plusieurs auteurs ont étudié l’effet des inhibiteurs de NOS sur la préférence et la

consommation de l’éthanol. Le L-NNA, un inhibiteur de NOS, co-administré avec l’éthanol

(chroniquement) réduit la préférence de l’éthanol chez le rat après 40 jours de traitement ; au

contraire, L-NNA ne produit aucun effet sur la préférence lorsqu’il est administré seul [246].

L’inhibition de NOS atténue la consommation d’éthanol chez le rat préférant l’éthanol [411]. De

plus, l’inhibition de NOS, particulièrement par le 7-NI, diminue les réponses renforcées par

l’éthanol et par la saccharine [524], en accord avec les études suggérant que les inhibiteurs de NOS

diminuent l’alimentation chez les rongeurs [328,481]. Il semble donc prématuré de conclure que les

inhibiteurs de NOS modulent sélectivement la consommation de l’éthanol via des mécanismes

centraux spécifiques aux effets de renforcement.

Les études ne montrent pas toutes que les inhibiteurs NO augmentent les effets de l’éthanol.

L’inhibition de NOS bloque la sensibilisation motrice de l’éthanol chez la souris [194]. Dans leur

étude, l’administration d’éthanol (1,5 g/kg, ip) pendant 7 jours a augmenté progressivement l’effet

stimulant moteur de l’éthanol. Le pré-traitement par le 7-NI (25 mg/kg) a bloqué l’expression de

cette hypersensibilité motrice. Une dose d’éthanol administrée 1 et 4 semaines après le retrait a

montré que l’effet sensibilisant de l’éthanol est de longue durée et que la co-administration de 7-NI

et de l’éthanol atténue cette sensibilisation [194]. Dans cette même étude, le pré traitement par le 7-

NI (25 mg/kg) a également bloqué complètement l’effet CPP de l’éthanol, et le 7-NI seul n’a aucun

effet de récompense ni d’aversion [194]. Dans d’autres études, le L-NAME (10-540 mg/kg) et le 7-

NI (10-80 mg/kg), inhibiteur NO non sélectif et inhibiteur spécifique NOS centrale, respectivement,

ne se substituent pas à l’éthanol chez le rat entraîné à utiliser l’éthanol comme stimulus

discriminatif [237]. De plus, le précurseur du NO L-arginine (100-500 mg/kg) ne s’est ni substitué

ni n’a bloqué l’effet stimulus de l’éthanol [237]. Enfin, l’éthanol jusqu’à 200 mM, ne modifie ni
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l’activité de NOS dans les préparations homogènes du cervelet ni la production de NO dans les

cellules granulaires en culture du cervelet de souris [191]. L’activité NOS dans différentes régions

cérébrales de la souris, comme le cortex frontal, le striatum, l’hippocampe et le cervelet n’a

également pas été modifiée par l’administration aiguë (3 g/kg) ou chronique (3,3 g/kg ; 3,5 jours)

d’éthanol. Les auteurs ont suggéré que la nNOS était résistante à l’éthanol et que celui-ci affecte la

voie NO dans le cerveau via un mécanisme différent de la nNOS [191]. Par conséquent, les résultats

sont conflictuels et d’autres études contrôlées sont nécessaires avant de pouvoir conclure sur le rôle

de l’inhibition de NO et NOS dans les effets aigus de l’éthanol.

L’inhibiteur L-NA de NOS bloque le développement de la tolérance rapide à l’éthanol dans

le test du plan incliné. De plus, le L-NA n’a aucun effet par lui-même sur cette incoordination et

n’augmente pas celle de l’éthanol. Par conséquent l’inhibition de la tolérance rapide à l’éthanol ne

peut être attribuée à des effets directs de L-NA sur la performance motrice. Ce travail suggère donc

un effet du NO sur le développement de la tolérance rapide à l’éthanol chez le rat [215].

Les signes comportementaux de retrait de l’éthanol, comme l’hyperactivité, le tremblement

et la rigidité ont été inhibés par le L-NAME, un inhibiteur de NO, et augmentés par l’isosorbide

dinitrate, un donneur de NO [5]. Ces auteurs ont proposé que le NO soit un médiateur de certains

effets du retrait de l’éthanol [5]. Cette hypothèse a été confirmée par d’autres travaux sur les effets

des inhibiteurs de NOS sur le syndrome de retrait de l’éthanol [246,523,526]. Le L-NAME (30 et

60 mg/kg, ip), un inhibiteur non sélectif de NOS, et le 7-NI (40 et 80 mg/kg, ip), un inhibiteur

sélectif de nNOS, ont inhibé l’hyperactivité et baissé le score du syndrome de retrait chez le rat

dépendant à l’éthanol [523]. Ces observations avec L-NAME complètent les résultats obtenus avec

le 7-NI et confirment les résultats d’Adams et al. [5]. Cette étude a également montré une inhibition

par les inhibiteurs de NOS des effets de l’éthanol sur la crise audio génique [523], un des signes

incontestables du développement de la dépendance physique à l’éthanol [329,513]. De plus, l’effet
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inhibiteur significatif du 7-NI sur les signes de retrait de l’éthanol a été évité par l’administration du

précurseur de NO, L-arginine. Ceci suggère que l’effet passe par la NOS, car l’excès de L-arginine

déplace le 7-NI de l’enzyme.

En résumé, les données concernant le rôle exact du NO dans la modulation des effets aigus

et chroniques de l’éthanol sont contradictoires et, par conséquent, difficiles à interpréter. Au

contraire, les données concernant les inhibiteurs de NOS et le retrait de l’éthanol sont en accord et

montrent que l’inhibition de NOS bloque le syndrome de retrait de l’éthanol chez les rongeurs.

Comment les inhibiteurs de NOS améliorent le retrait de l’éthanol ? Une possibilité serait

que le NO cause une augmentation de l’entrée de Ca2+ dans le neurone comme conséquence de la

stimulation de la libération de glutamate, qui va stimuler les récepteurs NMDA. Comme pour la

dépendance aux opioides, la stimulation des récepteurs NMDA produit une entrée de Ca2+ dans le

neurone et active la NOS [138] et la formation de NO [136] (Fig. 7). L’hypothèse que le NO est

responsable des effets neurotoxiques de l’éthanol via l’activation excessive des récepteurs aux

acides aminés excitateurs a été proposée [247]. Des études récentes ont montré clairement le rôle de

la stimulation des récepteurs aux acides aminés excitateurs dans le développement de la dépendance

alcoolique [100,165,238,434,503,514]. De plus, le blocage des récepteurs NMDA réduit

énormément les signes de retrait de l’éthanol, particulièrement les crises chez le rat

[99,119,329,502] et la souris [153,267]. L’étude de l’effet de l’exposition prolongée à l’éthanol sur

la sensibilité des récepteurs des acides aminés excitateurs et la formation de NO dans des cultures

primaires de neurones corticales a montré que ce traitement potentialise la stimulation subséquente

de la formation de NO en absence d’éthanol. Cette augmentation n’a été observée que pour la

formation de NO couplée aux récepteurs NMDA [68].
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En résumé, ces études suggèrent que la sur-activation de la voie de signalisation du NO qui

dépend des récepteurs NMDA, par l’exposition chronique à l’éthanol, contribue à la dépendance,

aux signes de retrait et aux altérations cérébrales associées à l’alcoolisme.

Un mécanisme additionnel pour les effets des inhibiteurs de NOS sur les signes de retrait de

l’éthanol pourrait être l’interaction de NO avec le système dopaminergique. Les altérations du

système dopaminergique central sont liées à la dépendance physique et aux signes de retrait de

l’éthanol [39,232,234,442,522,525,539]. De plus, la bromocriptine, un agoniste dopaminergique, a

bien été utilisée pour traiter le syndrome de retrait de l’éthanol [43,470,561]. Le NO pourrait être

important dans ces effets parce que cette molécule module les activités du système dopaminergique

central. L’application de NO exogène stimule la libération de dopamine endogène des coupes de

striatum, et cet effet est bloqué par les inhibiteurs de NOS [163,566]. Cependant, toutes les études

ne supportent pas la conclusion que l’augmentation de NO stimule la transmission dopaminergique.

Le contenu en DOPAC striatal (acide 3,4-dihydroxyphenylacetique), un métabolite de la dopamine,

était significativement plus élevé chez le rat traité par le L-NAME [556]. Donc, l’inhibition de NOS

pourrait altérer le turn-over de la dopamine centrale qui pourrait être relié à la dépendance à l’alcool

mais d’un autre côté, les preuves expérimentales manquent encore pour proposer fortement cette

hypothèse.

E- VI- LA DÉPENDANCE AUX PSYCHOSTIMULANTS ET LE NO

Les drogues ayant des propriétés psycho-stimulantes produisent généralement une addiction

[548]. De nombreux auteurs ont suggéré que les effets stimulateurs moteurs de l’amphétamine, de

la cocaïne et d’autres psycho-stimulants pourraient être liés à des effets sur la récompense. L’abus

de ces substances est en premier lieu le résultat de leurs effets sur la récompense ou l’euphorie
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[231,232,488,552]. Plusieurs travaux indiquent que des inhibiteurs de NOS comme le L-NAME et

le 7-NI ne produisent aucun effet sur l’activité motrice spontanée des souris [67,203] ou des rats

[197,523]. Au contraire, les inhibiteurs NOS co-administrés avec des psycho-stimulants modifient

l’action psycho-stimulante et la sensibilisation motrice. Chez les rongeurs traités avec des

inhibiteurs de NOS, le développement de la sensibilité aux effets moteurs de l’amphétamine et de la

cocaïne a été diminué [368,397,486]. Przewlocka et al. ont suggéré que l’inhibition de NOS par la

L-NAME atténue l’effet de l’amphétamine sur le comportement stéréotypé [395]. Plusieurs travaux

ont aussi indiqué que les inhibiteurs de NOS réduisent l’hyperactivité motrice induite par

l’amphétamine ou la cocaïne [1,193,219,394,486]. De plus, l’activité motrice de l’amphétamine ou

de la cocaïne est potentialisée par la molsidomine, un donneur de NO [394]. Dans une étude

récente, l’inhibiteur de NOS L-NAME a réduit significativement l’activité motrice de

l’amphétamine chez le rat et cette activité de L-NAME a été bloquée par le donneur de NO L-

arginine [67]. Ces résultats indiquent que l’activité de L-NAME passe par NOS et par conséquent,

toutes les données sont concordantes sur l’hypothèse que les inhibiteurs de NOS empêchent

l’hyperactivité et la sensibilisation des psycho-stimulants. L’activation du système dopaminergique

a été impliquée dans l’effet psycho-stimulant moteur et euphorique de l’administration de

l’amphétamine et de la cocaïne [548]. Récemment, le donneur de NO molsidomine a potentialisé

l’hyperactivité induite par l’amphétamine ou la cocaïne de manière dose dépendante. Au contraire,

les inhibiteurs de NOS L-NAME ou 7-NI ont atténué les effets de l’amphétamine ou de la cocaïne.

Les inhibiteurs de NOS ont également bloqué l’hyperactivité induite par SKF 38393, un agoniste du

récepteur D1 de la dopamine, et par la bromocriptine, un agoniste du récepteur D2 de la dopamine.

De plus, l’hyperactivité induite par SKF ou la bromocriptine a été potentialisée par la molsidomine

[394]. Ces observations confirment fortement l’hypothèse que l’augmentation de la production de

NO est un facteur critique dans l’activité motrice des stimulants centraux. Les observations avec les
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agonistes dopaminergiques sélectifs permettront d’orienter les investigations futures sur les

interactions entre la stimulation des récepteurs dopaminergiques post-synaptiques et l’augmentation

de la production de NO. Les données indiquent en plus un rôle pour le NO dans le phénomène de

sensibilisation à ces drogues, mais ici les données sont encore préliminaires. Comme pour la

médiation par le NO des effets des opioides et de l’éthanol, il serait particulièrement intéressant de

déterminer comment le NO altère le renforcement et la discrimination des stimulants centraux.

E- VII- LA DÉPENDANCE À LA NICOTINE ET LE NO

Les études consacrées au rôle du NO dans la dépendance à la nicotine sont très limitées.

Dans une étude récente chez le rat, le L-NNA a réduit la sévérité de tous les signes de l’abstinence

nicotinique précipitée par la mécamylamine. L’effet inhibiteur de L-NNA a été empêché par la L-

arginine, suggérant un effet spécifique de NOS [286]. L’inhibition de NOS bloque aussi les signes

de l’abstinence nicotinique induite par la mécamylamine ou la naloxone, un antagoniste des

opioides [2]. Ces résultats pourraient indiquer que le NO est un médiateur de la dépendance et de

l’abstinence nicotinique. Même si les données sont très limitées, elles sont consistantes avec la

prédiction que les inhibiteurs de NOS peuvent être utilisés dans les aides au sevrage tabagique.

La stimulation du récepteur nicotinique induit la libération des opioides endogènes

[146,171,492]. Le syndrome de retrait de la nicotine et de la morphine implique plusieurs signes

comportementaux communs [285,287]. Par exemple, ces signes sont potentiellement réversibles par

la morphine et peuvent être précipités par la naloxone [284]. De plus, la naloxone empêche l’effet

bénéfique de la nicotine dans l’abstinence nicotinique [285].

À la lumière de ces observations, on peut proposer de façon spéculative que les mêmes

mécanismes sont impliqués dans la médiation de la dépendance à la nicotine et aux opioides. Donc,
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il est très important de déterminer si les inhibiteurs de NOS réduisent la sévérité de l’abstinence

nicotinique par un blocage de la stimulation des récepteurs NMDA par le NO.

E- VIII- CONCLUSIONS

Plusieurs facteurs ont limité la détermination du rôle du NO dans les dépendances. À l’heure

actuelle, un récepteur spécifique au NO dans le cerveau reste à identifier. De plus, l’investigation

sur les rôles du NO dans le cerveau est limitée par l’indisponibilité d’un antagoniste nNOS

spécifique. Finalement, nous avons peu d’informations, malgré l’identification de nombreux

inhibiteurs de NOS, sur la pharmacocinétique de ces inhibiteurs, leurs concentrations plasmatiques

effectives et leurs effets secondaires à long terme. Certains inhibiteurs NOS comme L-NAME et L-

NIO ont des effets hypertenseurs [531]. Les laboratoires pharmaceutiques montrent peu d’intérêt

dans ce domaine. Ces limitations mise de côté, les résultats de plusieurs travaux suggèrent que

l’activation des récepteurs NMDA cause une augmentation Ca2+ dépendante de l’activité de NOS

et la formation de NO (Fig. 7). Ces mécanismes ont un rôle important dans le développement de la

dépendance physique aux drogues d’addiction. Donc, il n’est pas surprenant que le travail

expérimental à présent s’intéresse au rôle du NO dans les effets des drogues d’addiction.

Les questions à résoudre sont les suivantes. Comment le NO transmet le message spécifique

et comment cela se traduit en action comportementale pour les drogues de dépendance ? Pour

pouvoir répondre clairement à ces questions, des travaux sont nécessaires pour confirmer les

résultats montrant la réduction des signes de retrait des substances d’addiction avec les inhibiteurs

de NOS (Tableau VII). Par exemple, les études mentionnées ici montrent que les inhibiteurs de

NOS bloquent plusieurs signes de retrait des opioides et de l’éthanol. Deux possibilités sont à

considérer : premièrement, l’effet peut être entièrement indépendant de l’action moléculaire de la
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substance d’addiction. Par exemple la noradrénaline bloque les signes de l’anaphylaxie sans

interagir directement avec les évènements moléculaires, c’est-à-dire la réaction antigène anticorps,

causant ces signes. La même considération peut s’appliquer aux inhibiteurs de NOS et à leurs effets

sur les signes de retrait des drogues. Deuxièmement, il se pourrait que le retrait des drogues

d’addiction se manifeste en partie parce que la production de NO est excessive. Donc la production

excessive de NO durant le syndrome de retrait devrait être testé par la mesure du rapport NO2/NO3

dans le plasma et les tissus du cerveau pour confirmer le lien entre le NO et le développement de la

dépendance. Mais, les données actuelles sur l’effet des inhibiteurs de NOS sur le retrait des

opioides, de l’éthanol, et sur l’induction de l’activité motrice par les psycho-stimulants suggèrent

que le système NO du cerveau est impliqué dans ces phénomènes. Donc, il existe un besoin de

travaux nouveaux sur l’évaluation de l’utilisation des inhibiteurs NOS dans les thérapeutiques des

addictions.
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Tableau III. Libération de l’acétylcholine par le NO. (a = libération stimulée).

Espèce Tissu Donneur NO Inhibiteur Effet Référence

Rat Cerveau 5

Antérieur Basal

SIN-1

L-NA

[390]

Rat Hippocampe 1 Hydroxylamine [272]

Rat Striatum 4 SNP, SNAP, SNOG [156]

Rat Striatum 5 SNAP BM et LY83583

BM et LY83583

[389]

Rat Cortex Cérébral 2 SNP, SNAP [362]

Rat Cortex Cérébral 2 NMDA [361]

Chat Pons 4 L-NA [260,261]

Rat Striatum 4 L-NMMA        a [483]

1- Coupe ; 2- Culture primaire ; 3-Synaptosomes ; 4-Microdialyse ; 5-Push-pull perfusion
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Tableau IV. Libération de la dopamine par le NO. (a = libération de 5-HT stimulée).

Espèce Tissu [Préparation] Donneur NO Inhibiteur Effet Référence

Rat Striatum 1 SNP [566]

Rat Mesencéphalon

ventral 2
NMDA Hémoglobine [163]

Rat Striatum 1 Hydroxylamine [271]

Rat Aire optique médiale 4 L-arginine         a [273]

Rat Striatum 1 RBS [37]

Rat Striatum 4 L-arginine [490]

Chat Noyau accumbens 4 NMDA [367]

Rat Striatum 1 RBS Hémoglobine [487]

Rat Striatum 1 L-arginine [265]

1- Coupe ; 2- Culture primaire ; 3-Synaptosomes ; 4-Microdialyse ; 5-Push-pull perfusion
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Tableau V. Libération de la Noradrénaline par le NO. (a = libération stimulée).

Espèce Tissu Donneur NO Effet Référence

Rat Hippocampe 1 Hydroxylamine [272]

Cobaye Cortex cérébral 3 NMDA [319]

Rat Hippocampe 1 SNP, SNAP, SIN-1       a [250]

Rat Hippocampe 1 NO gaz       a [489]

Rat Hippocampe 1 SNP, SNAP [446,447]

1- Coupe ; 2- Culture primaire ; 3-Synaptosomes ; 4-Microdialyse ; 5-Push-pull perfusion
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Tableau VI. Libération d’acides aminés neuro-actifs par le NO. (a = libération stimulée).

Espèce Tissu Méthode Donneur NO Effet Référence

E- GABA

Rat Striatum 4 Micro dialyse SNP, SNAP,

SNOG

[156]

Rat Stratum

Hippocampe 5
Push-pull Perfusion SIN-1 [456]

Souris Cortex cérébral
2

SNP, SNAP, [366]

Poulet Rétine NMDA [190]

F- GLUTAMATE

Rat Striatum 4 Micro dialyse SNP, SNAP,

SNOG

[156]

Rat Striatum 5

Hippocampe

Push-pull

Perfusion

SIN-1

G- TAURINE

Rat Striatum 4 Micro dialyse SNP, SNAP,

SNOG

[156]

Souris Cortex cérébral
2

SNP, SNAP [69]

1- Coupe ; 2- Culture primaire ; 3-Synaptosomes ; 4-Microdialyse ; 5-Push-pull perfusion
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Tableau VII. Les agents du système NO et le syndrome de retrait des principales drogues

d’addiction.

(ISDN : isosorbide dinitrate ; les flèches indiquent une baisse ou une augmentation de la

sévérité des signes de retrait).

Les produits a Retrait                           Effets Références

L-NAME

7-NI

L-NNA

Agmatine

L-NMMA

L-NIO

ISDN b

Opioides

Ethanol

Nicotine

Opioides

Éthanol

Opioides

Éthanol

Nicotine

Opioides

Éthanol

Opioides

Opioides

Opioides

Éthanol

[3,98,162,263,279,530]

[5,523]

[2]

[162,530]

[523]

[220,530]

[246]

[286]

[13]

[526]

[98]

[530]

[3]

[5]

a, abréviation voir Tableau I. b, donneur de NO, toutes les autres substances du Tableau, sauf

l’ISDN, sont des inhibiteurs de NOS.
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        SYNTHÈSES CHIMIQUES, PRÉSENTATION ET DISCUSSION         

INTRODUCTION : La faible toxicité de la cotinine a été rapportée (Dawson et al., 1988).

Cependant, la détermination des doses létales et le mode d’interaction avec la nicotine n’ont été

rapportés que dans une seule étude sur l’activité insecticide (Bruniquel et al., 1992). Afin de

caractériser amplement ces interactions, la synthèse de la cotinine était nécessaire pour disposer de

quantités suffisantes et surtout d’une cotinine pure. En effet, certaines des activités de la cotinine

commerciale ont été attribuées à des contaminations par la nicotine (Goldberg et al., 1989).  De

plus, le dérivé N oxyde de cotinine pouvait avoir contribué à l’interaction synergique décrite dans

l’étude précédente (Bruniquel et al., 1992). Pour ces raisons, nous avons synthétisé également le

dérivé N oxyde de cotinine pour tester ses interactions avec la nicotine.

MÉTHODES ET RÉSULTATS : Dans un premier temps, nous avons synthétisé, en partant

de la nicotine, la cotinine et la N oxyde de cotinine suivant le schéma général de synthèse présenté

(Fig. 10). Nous avons déterminé les points de fusion sur un banc de Köfler, les spectres infra rouge

(IR) sur un appareil Perkin Elmer 983G, RMN du 1H sur un Brucker à 200 MHz et du 13C sur un

Brucker à 60 MHz. Le Rf et la pureté ont été déterminés en chromatographie sur couche mince

CCM sur gel fluorescent de silice 60F254. Le pouvoir rotatoire a été mesuré sur un polarimètre

Perkin Elmer 241. Les produits des réactions de synthèse ont été séparés sur gel de silice 60 70-230

Mesh à raison de 30 g de silice par g de produit. Pour l’IR des produits solides, la technique de la

pastille de bromure de potassium (KBr) a été utilisée. Les produits liquides ont été passés entre

hublots de chlorure de sodium optiquement polis. Pour la RMN, on a utilisé comme solvant le

CDCL3 ou le DMSO ; le TMS étant la référence interne. Les synthèses ont été réalisées comme

décrit pour la cotinine (Bowman and Mckennis, 1963), la N oxyde de cotinine (Dagne and

Castagnoli, 1972), la N,n propyl carboxamide de cotinine (Riah, 1996; Riah et al., 2000) et le gel

d’affinité (Riah, 1996; Riah et al., 2000).

Les propriétés spectrales et physico-chimiques des produits obtenus sont résumées (Fig. 11 à

16).
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Figure 10. Schéma général de synthèse de la cotinine et de la N-oxyde de cotinine.

Les propriétés physico-chimiques et spectrales des produits obtenus sont conformes aux

données de la littérature. Les spectres RMN ont été comparés à ceux de la :

Nicotine 1H (Whidby and Seeman, 1976) 13C (Crain et al., 1971)

Cotinine 1H (Dagne and Castagnoli, 1972) 13C (Crain et al., 1971)

N-Oxyde de Cotinine 1H (Dagne and Castagnoli, 1972) 13C (Crain et al., 1971)
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Figure 11. Constantes physico-chimiques et analyse spectrales du produit de départ nicotine

CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET ANALYSES SPECTRALES DU
PRODUIT DE DEPART NICOTINE.

Nicotine (C10H14N2)

P. M. : 162.23 Rf : 0.46 (méthanol).

IR Film (v, cm-1) : 2960, 2780(CH, CH2, CH3) ; 1575, 1425(C=C).
RMN 1H
CDCl3 (δ, pp m) : 1.59(m, 4H, 2CH2) ; 2.14(s, 3H, N-CH3) ; 2.27(m, 1H, H5’) ;

3.07(faux t, 1H, H2’) ; 3.21(m, 1H, H5’) ; 7.22(dd, 1H, H4, J=4.8 & 8Hz) ; 7.68(m, 1H, H 5) ;
8.48(dd, 1H, H6, J=2 & 4.8Hz) ; 8.56(d, 1H, H2, J=2Hz).

RMN 13C
CDCl3 (δ, ppm) : 22.40(C4’, CH2) ; 35.01(C3’, CH2) ; 40.16(N-CH3) ; 56.79(C5’, CH2) ;
68.64(C2’, CH) ; 123.34(C5, CH) ; 134.61(C4, CH) ; 138.55(C3, C) ; 148.41(C6, CH) ;
149.35(C2, CH).
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Figure 12. La dibromocotinine bromhydratre perbromure
CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET ANALYSES SPECTRALES DU
PRODUIT DIBROMOCOTININE BROMHYDRATE

Dibromocotinine Bromhydrate (C10H10N2Br2O,Hbr)

P. M. : 414.9 Rf : 0.68 (éthanol) F = 125-130°C (décomposition).
P = 81 g R = 72.8% (brut)

IR
KBr (v, cm-1) : 3075(CH) ; 2400-2800(NH+) ; 1710(C=O) ; 1470(C=C).
RMN 1H

DMSO (D6) (δ, ppm) : 2.81(s, 3H, N-CH2) ; 3.18(dd, 1H, H4’, J=8 & 16Hz) ; 3.75(dd, 1H,
H4’, J=6 & 16Hz) ; 5.19(m, 1H, H5’, J=6 & 8Hz) ; 8.22(dd, 1H, H5, J=6 & 8Hz) ; 8.75(d, 1H,
H4, J=8Hz) ; 9.06(d, 1H, H6, J=6Hz) ; 9.16(s, 1H, H2).

+
N

N

2

3

4

5

6

2'

3'

4'

5'

CH3

O

H

Br Br

Br-

Figure 13. La dibromocotinine bromhydratre

CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET ANALYSES SPECTRALES DU
PRODUIT DIBROMOCOTININE BROMHYDRATE PERBROMURE

Dibromocotinine Bromhydrate Perbromure (C10H10N2Br2O,Hbr, Br2)

P. M. : 574.708 Rf : 0.68 (éthanol) F = 153-156°C.
P = 142.9 g R = 92% (brut)

IR KBr (v, cm-1) : 3080, 2920(CH, CH2, CH 3) ; 2400-2800(NH+) ; 1680(C=O) ; 1570,
1425(C=C).
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PRODUIT DIBROMOCOTININE

Dibromocotinine (C10H10Br2N2O)

P. M. : 334 Rf :0.25 (ACE) ; 0.67 (éthanol).
P = 40 g R = 51.9% F = 125°C

IR
KBr (v, cm-1) : 3040, 2930, 2980(CH, CH2, CH3’) ; 1700(C=O) ; 1470, 1575(C=C).
RMN 1H
CDCl3 (δ, ppm) : 2.75(s, 3H, CH3) ; 2.95(dd, 1H, H4’,J=8 & 14Hz) ; 3.55(dd, 1H, H4’,

J=6 &  14Hz) ; 4.67(dd, 1H, H5’, J=6 & 8Hz) ; 7.40(dd, 1H, H5’, J=5 & 8Hz) ; 7.60(m, 1H,
H4) ; 8.59(d, 1H, H2, J=2Hz) ; 8.67(dd, 1H, H6, J=1.5 & 5Hz).

RMN 13C
CDCl3 (δ, ppm) : 29.51(C, N-CH3) ; 53.05(C3’, CBr2) ; 53.14(C4’, CH2) ; 59.43(C5’, CH) ;
124.04(C5, CH) ; 132.16(C3, C) ; 134.40(C4, CH) ; 148.92(C6, CH) ; 150.49(C2, CH) ;
168.13(C2’, C=O).
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Figure 14. La dibromocotinine
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Figure 15. La cotinine
CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET ANALYSES SPECTRALES DU
PRODUIT N-OXYDE DE COTININE

N-Oxyde de Cotinine (C10H12N2O2)

P. M. : 192.21 Rf :0.24 (éthanol).
P = 0.600 g R = 34.3% ; (5.8% nicotine) F = 116°C

IR
KBr (v, cm-1) : 3420 (-OH, solvant éthanol) ; 1670(C=O) ; 1280(N    O).
RMN 1H
CDCl3 (δ, pp m) : 1.9(m, 1H, H4’) ; 2.54(m, 3H, H3’, 1H4’) ; 2.73(s, 3H, N-CH3) ;

4.48(m, 1H, H5’) ; 7.10(m, 1H, H5) ; 7.33(m, 1H, H4) ; 8.13(m, 1H, H2) ; 8.18(m, 1H, H6).
RMN 13C

CDCl3 (δ, ppm) : 27.53(CH2, C4’) ; 28.23(CH3, N-CH3) ; 29.38(C3’, CH2) ; 61.32(C5’, CH) ;
123.35(C5’, CH) ; 126.39(C5, CH) ; 137.53(C2, CH) ; 138.57(C6, CH) ; 141.03(C3’, CH) ;
175.04(C=O).
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Figure 16. La N-oxyde de cotinine

CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET ANALYSES SPECTRALES DU
PRODUIT COTININE

Cotinine (C10H12N2O)

P. M. : 176.21 Rf :0.44 (éthanol) [αD] = 20.05
P = 8.21 g R = 61% ; (31.63% nicotine) F = 40-42°C

IR
KBr (v, cm-1) : 3500-3300(-OH, hygroscopique) ; 1685(C=O) ; 1485 ; 1450(C=C).
RMN 1H
CDCl3 (δ, ppm) : 1.91(m, 2H, H4’) ; 2.53(m, 2H, H3’) ; 2.69(s, 3H, N-CH3) ; 4.58(t,

1H, H5’, J =6Hz) ; 7.35(dd, 1H, H5, J=4.8 & 7.8Hz) ; 7.53(m, 1H, H4) ; 8.51(d, 1H, H2,
J=2.2Hz) ; 8.60(dd, 1H, H6, J=1.6 & 4.8Hz).

RMN 13C
CDCl3 (δ, ppm) : 27.72(N-CH3 et C4’, CH2) ; 29.48(C3’, CH2) ; 61.61(C5’, CH) ; 123.53(C5’,
CH) ; 133.32(C4, CH) ; 136.08(C3, C) ; 147.94(C6, CH) ; 149.18(C2, CH) ; 174.42(C2’, C=O).
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Dans un second temps, nous avons synthétisé la N,n propyl carboxamide de cotinine, par

amidification de la carboxycotinine par la propylamine (Fig. 17). Cette structure chimique nous a

permis de tester, par inhibition de la liaison de la [125I]-cotinine, la réaction de couplage par

amidification de la carboxycotinine avant de synthétiser le gel d’affinité.

Figure 17. La N,n propyl carboxamide de cotinine

SCHEMA DE SYNTHESE, CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET
ANALYSES SPECTRALES DU PRODUIT N,n PROPYL CARBOXAMIDE DE
COTININE

SCHEMA DE SY NTHESE, CONSTANTES PHYSICO-CHIMIQUES ET
ANALYSES SPECTRALES DU PRODUIT N,n PR OPYL CARBOXAMIDE DE
COTININE

N,n Propyl Carboxamide de Cotinine (C14H19O2N3)

P. M. : 261 Rf : 0,71 R : 2%

IR : Nu jol (v, cm-1) : 3110 (-NH-CO- ; fonction amide) ; 1640-1680 (C=O de la
fonction amide) ; 2900-3000 (groupements -CH alkyls) ; 1580 (-NH).

RMN 1H
CDCl3 (δ, ppm) :7-9 (H, du cycle pyrimidine) ; intégration 28 H au lieu de 19.
RMN 14C

CDCl3 (δ, ppm) : 16 C au lieu de 14, confirme l’excès de RMN 1H.
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Dans un troisième temps, nous avons synthétisé le gel d’affinité en couplant la fonction

amine du bras espacer du gel EAH-Sépharose 4-B à la fonction acide de la carboxycotinine , par la

même réaction d’amidification. Le gel d’affinité obtenu est illustré (Fig. 18).
SHEMA DE LA SYNTHESE DU GEL D’AFFINITE DES RECEPTEURS DE LA
COTININE

MATRICE -O-CH2-CH2-CH2-NH-(CH2)6-NH     C

O N

N CH
3

O

COTININE

CARBOXYCOTININE

BRAS ESPACEUR
         (10 C)

SITE
DE LIAISON
DES LIGANDS
NICOTINIQUES

RÉCEPTEUR
DE LA
COTININE

COLONNE D'AFFINITÉ

Figure 18. Schéma de la synthèse du gel d’affinité des récepteurs de la cotinine

Dans un quatrième temps, nous avons modélisé la structure de la nicotine et de la cotinine a

dans le programme MAD (Oxford Molecular, ) et calculé la charge de l’azote de la fonction

methylamine du noyau pyrrolidine et estimer la délocalisation du doublet de l’azote (Fig. 19). Des

techniques de mécanique moléculaire– champs de force MM2 (Alinger, 1977)- ont permis d’obtenir

et d’analyser les conformations préférées. Celles-ci ont été optimisées par une méthode semi-

empirique (Dewar et al., 1985). Pour calculer le potentiel électrostatique moléculaire, les charges

atomiques ont été déterminées par une Hamiltonienne AM1. La procédure ZDF (Indiana

University, ) a permis de calculer les potentiels électrostatiques moléculaires. Les isolignes ont été

tracées dans l’option 3D de MAD. Toutes les simulations ont été réalisées sur ordinateur Silicon

Graphics indigo R3000.
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DISCUSSION

Selon des études sur les mécanismes de la toxicité de la nicotine et ses analogues

(Yamamoto et al., 1995; Yamamoto et al., 1998), plus le doublet de l’azote est délocalisé plus la

toxicité est faible par rapport à l’activité insecticide. La figure 19 montre que ce doublet est plus

délocalisé dans la cotinine (charge +15 Kcal/mol) que dans la nicotine (+10). Par conséquent, la

cotinine serait selon ce mécanisme et notre modélisation une structure nicotinique capable

d’interagir avec les récepteurs nicotiniques de l’insecte et des mammifères, mais la charge positive

limiterait la pénétration dans le système nerveux central (Yamamoto et al., 1995; Yamamoto et al.,

1998). Nous avons évalué ces propriétés dans les publications suivantes.
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CHAPITRE II. PUBLICATIONS, PRÉSENTATION ET DISCUSSION.
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Pour valider le test de l’activité insecticide et les conclusions qui en découlent, la

nornicotine, un dérivé de la voie de déméthylation de la nicotine qui agit par les mêmes

mécanismes (Dominiak et al., 1985; Risner et al., 1985; Risner et al., 1988; Goldberg et al.,

1989; Takada et al., 1989), a été incluse dans notre étude (Riah et al., 1997b). Nous avons

également utilisé deux espèces de mouches Lucilia caesar et Caliphora vomitoria et deux

méthodes d’analyse dont les principes sont très différents. La première méthode de Wadley

(Wadley, 1945) n’est pas précise, surtout lorsque la réponse étudiée ne donne pas une droite.

La deuxième méthode de Steel et Peckham (Steel and Peckham, 1979) est beaucoup plus

précise car elle permet de définir les aires d’interaction. Ces aires sont délimitées en se basant

sur l’ensemble des points des courbes doses effets (Steel and Peckham, 1979). Les résultats

obtenus confirment que les deux alcaloïdes, nicotine et cotinine, interagissent de manière

synergique chez les deux espèces de mouches. Cette conclusion est obtenue avec les deux

méthodes d’analyse utilisées. Ils permettent également d’exclure une contribution notable du

dérivé N oxyde de cotinine dans la synergie. Ils montrent aussi que l’activité insecticide est un

test fiable quant à la conclusion sur la synergie, puisque le dérivé nornicotine, en accord avec

ses actions identiques à celles de la nicotine (Dominiak et al., 1985; Risner et al., 1985; Risner

et al., 1988; Goldberg et al., 1989; Takada et al., 1989), n’est pas un synergiste de l’activité

insecticide de la nicotine, mais agit avec celle-ci de manière additive chez L. c. ou antagoniste

chez C. v. Enfin, ils confirment que la cotinine synthétisée est pure (Riah et al., 1997b; Riah et

al., 1998b).

Pour tester la synergie chez le mammifère, nous avons étudié les interactions chez la

souris Mus musculus. Les deux méthodes d’analyse utilisées dans l’activité insecticide ont été

conservées et de plus, nous avons analysé la cinétique et la pharmacologie de l’intoxication de

la souris par la nicotine et la cotinine. Les résultats obtenus (Riah et al., 1999) confirment que

la cotinine est un synergiste de l’intoxication du mammifère par la nicotine. Les résultats
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montrent, en accord avec la modélisation de la nicotine et de la cotinine (Fig. 19) et la théorie

de la délocalisation du doublet de l’azote (Yamamoto et al., 1995; Yamamoto et al., 1998),

que la cotinine est plus insecticide (< 4 %) que toxique (< 1,5 %). Cependant, l’activité

synergique des mélanges n’est pas compatible avec cette théorie. De plus, l’intoxication par la

cotinine n’est pas nicotinique. D’une part, les cinétiques de l’intoxication par la nicotine et la

cotinine sont différentes et d’autre part et en accord avec la littérature (Barrass et al., 1969),

l’héxaméthonium est capable de réduire la toxicité de la nicotine. Cependant, il potentialise la

toxicité de la cotinine et il est inactif sur les mélanges de nicotine et de cotinine (Riah et al.,

1999). L’administration répétée par voie intra-péritonéale de ces deux alcaloïdes, affecte

différemment la prise de poids de la souris en phase de croissance (Riah et al., 1999). Ces

effets différents sur la prise de poids suggèrent que les deux alcaloïdes agissent différemment

sur les centres nerveux régulant les réactions de stress et l’appétit. En effet, l’administration

saline produit un stress (Lukic and Haldar, 1993) et la nicotine agit par mobilisation du

monoxyde d’azote (NO) des cellules non neuronal (Weruaga et al., 2002). En considérant que

la nicotine réduit, l’anxiété, le stress et l’appétit (Clarke, 1987; Pomerleau et al., 1993;

Jorenby et al., 1996; Pomerleau et al., 2000; Rada et al., 2001; Jang et al., 2002), que l’appétit

augmente au contraire lors du stress (Clarke, 1987; Heinrichs et al., 1992; Wetter et al., 1994),

du retrait de la nicotine (Clarke, 1987; Pomerleau et al., 1993; Jorenby et al., 1996; Pomerleau

et al., 2000; Rada et al., 2001) et que la privation de nourriture augmente le NO (Borsini et al.,

1983; Majeed et al., 1986; Heinrichs et al., 1992; Yamasu et al., 1992; Oluyomi et al., 1994;

Kelley et al., 1997; Donny et al., 1998; Jang et al., 2002), la stimulation de la prise de poids

par la cotinine (Riah et al., 1999) suppose qu’elle majore l’effet stressant de la solution saline.

Nous avons donc évalué in vitro son affinité pour les récepteurs de la nicotine de Torpedo

marmorata et neuronaux du rat (Riah et al., 1999). Les résultats obtenus montrent que son

affinité est au moins 100 fois plus faible que celle de la nicotine, pour les sous-types de
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récepteurs marqués par la [125I]-alpha-bungarotoxine ou par la [3H]-nicotine (Riah et al.,

1999). En résumé, les résultats montrent une faible affinité pour les récepteurs de la nicotine

et une activité insecticide (<4 %) supérieure à la toxicité (<1,5 %) en accord avec la théorie de

la délocalisation du doublet de l’azote (Yamamoto et al., 1995; Yamamoto et al., 1998).

Cependant, la cinétique et la pharmacologie de l’intoxication sont différentes de celles de la

nicotine et la synergie chez l’insecte (Riah et al., 1997b) et le mammifère (Riah et al., 1999)

ne sont pas en accord avec la théorie de la délocalisation du doublet de l’azote, comme

mécanisme d’action (Yamamoto et al., 1995; Yamamoto et al., 1998).

La synergie peut s’expliquer par une coopération spatiale, c’est-à-dire l’action ciblée

des deux alcaloïdes sur des cellules ou organes différents et / ou moléculaire, c’est-à-dire

l’action ciblée des deux alcaloïdes sur des récepteurs différents (Steel and Peckham, 1979).

Pour favoriser l’une ou l’autre de ces deux hypothèse, nous avons étudié le passage de la

cotinine dans le cerveau du rat vigilant. Nous avons utilisé trois techniques complémentaires,

car le passage de la cotinine était controversé. Les trois techniques HPLC, RIA et CCM

utilisées démontrent que la cotinine passe dans le cerveau (Riah et al., 1998b). Ce passage

exclu donc la coopération spatiale comme mécanisme de l’action synergique des deux

alcaloïdes et favorise la notion des récepteurs de la cotinine (Riah, 1996; Riah et al., 1997a;

Riah et al., 1997b; Riah et al., 1998b; Riah et al., 1998a; Riah et al., 1999; Riah et al., 2000b;

Riah et al., 2000a; Riah et al., 2002). De plus, nous avons discuté l’absence de passage de la

cotinine chez le patient humain étudié par Haldin et al., (Halldin et al., 1992) et nous avons

proposé la dilution de l’isotope par la cotinine du tabagisme actif ou passif du patient (Riah et

al., 1998b).

Pour supporter l’hypothèse des récepteurs de la cotinine, nous avons mis au point

l’utilisation d’un radioligand pour étudier les récepteurs de la cotinine (Riah, 1996; Riah et al.,

2000b; Riah et al., 2000a) et isolé une protéine candidate pour ce rôle (Riah et al., 2000a). Les
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résultats obtenus montrent un profil pharmacologique mixte, nicotinique et muscarinique,

pour cette protéine réceptrice (Riah et al., 2000a). Enfin, la séquence des acides aminés de la

protéine purifiée ou p40 n’a montré aucune identité avec les protéines connues mais, une

homologie significative avec des protéines humaines, comme la protéine p205 isolées du

liquide synovial (Hain et al., 1996) et la p38 isolée des fibroblastes (Bush et al., 1998) et des

calculs rénaux (Binette and Binette, 1994). Celles-ci ont été impliquées dans les réactions

immunitaires (Hain et al., 1996), inflammatoires (Binette and Binette, 1994; Hain et al., 1996)

et la croissance cellulaire (Bush et al., 1998). Cette homologie de séquence et certaines des

activités de la cotinine (Smith et al., 1994; Audesirk and Cabell, 1999; Sziraki et al., 1999;

Vainio et al., 2000; Riah et al., 1997b; Riah et al., 1999; Riah et al., 2000b; Riah et al., 2002)

suggèrent des rôles pour le système cotinine-p40 bien plus importants que prévu jusque là, où

le nouveau médiateur NO pourrait trouver toute son expression. Nous avons abordé cette

hypothèse dans le modèle expérimental stressant par administration saline (Chapitre III) et

dans le modèle de l’administration dans l’eau de boisson (Chapitre V), en passant par

l’évaluation in vitro du rôle du système cotinine-p40 dans la libération des neuromédiateurs

(Chapitre IV).



LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS LE RENFORCEMENT
DES STIMULATIONS STRESSANTES ET ANTI-STRESSANTES

CHAPITRE III. LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS

LE RENFORCEMENT DES STIMULATIONS STRESSANTES

ET ANTI-STRESSANTES



LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS LE RENFORCEMENT
DES STIMULATIONS STRESSANTES ET ANTI-STRESSANTES

Cotinine and its receptors in reinforcement of stress and anti-stress

stimulation’s

ABSTRACT.

Background Cotinine, the main derivative of nicotine, is a vasodilator and psycho-stimulant.

It was reported to affect alcohol-induced motor incordination, cocaine- and nicotine-induced

dopamine release in the nucleus accumbens and potentialized nicotine effects. Finally, novel

proteins or p40 distinct, at the amino acid sequences level, from nicotinic acétylcholine

receptors, were implied in its binding.

Aims Here, we have evaluated cotinine effects through p40 on the stressing activity of

isotonic saline and the anti stressing activity of nicotine.

Methods & Design Cotinine was administered with saline or nicotine, extracted from brain

and plasma and quantified. Cotinine binding was studied in the brain, p40s were affinity-

chromatography isolated, separated by SDS-PAGE and subjected to in situ trypsin digestion.

They were analyzed by HPLC, Edman degradation and their antibodies were generated in

mice to study effects of treatments on their anchorage into brain membranes.

Results. In the brain of say-naive rat, cotinine binding was multiple and one doublet of

binding proteins, referred hereafter p40H and p40L with respect to their relative molecular

weight and affinity for cotinine, was isolated, while in orta of say-naive rabbit, one p40 was

isolated. The in situ digestion with trypsin of p40H and p40L produced the same HPLC

profiles, exception for an intense peak in the p40H. The Edman degradation of p40, p40H and

p40L produced the same NH2-terminus amino acid sequences. Cotinine was measurable in

brain and plasma of say-naive rats and isotonic saline administration decreased its

concentrations in brain. By opposition, nicotine (0,1 mg.kg-1) administration stimulated brain

concentrations of cotinine 1 mg.kg-1 and inhibited those of cotinine 10 and 70 mg.kg-1.
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Mecamylamine (1 mg.kg-1) showed no effects while hexamethonium (1 mg.kg-1) inhibited

brain concentrations of cotinine 70 mg.kg-1 . Plasma concentrations of cotinine 70 mg.kg-1

were inhibited by nicotine and hexamethonium. Saline administration stimulated p40

anchorage at 60 min and cotinine reduced the time response to 40 min. Repetitive saline

administration stimulated cotinine affinity and had no effect on total binding while nicotine

reduced total binding to the low-affinity site. Nicotine effects were antagonized by high doses

of cotinine, but mixtures restored the low-affinity site of say-naive treatments. Proteins

recovery by affinity-chromatography was stimulated by saline, nicotine and cotinine

treatments, while mixture treatments were low active. Recovery of proteins higher than 40

kDa was stimulated by all treatments. P40H recovery was inhibited by cotinine (EC50 < 1

mg.kg-1) but mixture treatments restored p40H of say-naive treatment. P40L recovery was

inhibited by mixture treatments. Recovery of proteins lower than 40 kDa was not affected by

any treatment. The Western-blot showed that saline, nicotine, cotinine and their mixtures

increased, in addition, p40H anchorage into brain membranes.

Conclusion. These results are pharmacokinetic, pharmacodynamic and behavioral supports in

favor of cotinine opposites roles in enhancing, by additive mechanism, stressing stimulation

and, by potentialized mechanism, anti-stressing stimulation.

Key words. nicotine and cotinine interactions; nicotine and cotinine receptors; stress and anti-

stress; rodent.
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La cotinine et ses récepteurs dans le renforcement des stimulations

stressantes et anti-stressantes

Donne  La cotinine, le principal dérivé de la nicotine, est un psycho-stimulant et

vasodilatateur. Elle a été rapportée affecter l’incordination motrice de l’alcool, la stimulation

par la cocaïne et par la nicotine de la libération de dopamine dans le noyau accumbens et

potentialiser les effets de la nicotine. Finalement, de nouvelles protéines p40 différentes, à

l’échelle de la séquence des acides aminés, des récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine ont

été impliquées dans sa liaison. But Ici, nous avons évalué les effets de la cotinine via la p40

sur le renforcement du stress de la solution saline isotonique et de l’anti-stress de la nicotine.

Méthodes & Conception La cotinine a été administrée avec la solution saline ou avec la

nicotine, extraite du cerveau et du plasma et quantifiée. La liaison de la cotinine a été étudiée

dans le cerveau, les protéines p40 isolées par chromatographie d’affinité, séparées par SDS-

PAGE et soumises à une digestion in situ par la trypsine. Elles ont été analysées par HPLC et

la dégradation d’Edman et leurs anticorps ont été générés chez la souris pour étudier l’effet

des traitements sur leur ancrage dans les membranes cérébrales. Résultats Dans le cerveau de

rat dit naïf, la liaison de la cotinine était multiple et un doublet de protéines, rapportées dans

la suite p40H et p40L par respect pour leur masse relative et leur affinité pour la cotinine,

alors que dans l’aorte de lapin dit naïf une seule p40 a été isolée. La digestion in situ avec la

trypsine de la p40H et la p40L a produit un profile HPLC identique, à l’exception d’un pic

plus intense dans la p40H. La dégradation d’Edman de la p40, p40H et p40L a produit la

même séquence des acides aminés du côté NH2-terminal. La cotinine a été mesurée dans le

cerveau et le plasma de rat dit naïf et l’administration d’une solution saline isotonique a baissé

ses concentrations cérébrales. Par opposition, l’administration de la nicotine (0,1 mg.kg-1) a

augmenté les concentrations de cotinine 1 mg.kg-1 et inhibé celles de la cotinine 10 et 70
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mg.kg-1. La mecamylamine (1 mg.kg-1) n’a montré aucun effet alors que l’hexamethonium (1

mg.kg-1) a inhibé les concentrations cérébrales de la cotinine 70 mg.kg-1. Les concentrations

plasmatiques de cotinine 70 mg.kg-1 ont été inhibées par la nicotine et l’hexamethonium.

L’administration de la solution saline a stimulé l’ancrage de la p40 à 60 min et la cotinine a

réduit le temps de la réponse à 40 min. L’administration répétée de la solution saline a stimulé

l’affinité de la cotinine et n’a pas affecté la liaison totale, alors que la nicotine a réduit la

liaison totale aux sites de basse affinité. Les effets de la nicotine ont été inhibés par de fortes

doses de cotinine, mais les mélanges ont restauré le site de basse affinité du traitement dit

naïf. Le rendement de la chromatographie d’affinité en protéines totales a été stimulé par la

solution saline, la nicotine et la cotinine, cependant le traitement par les mélanges était moins

actif. Le rendement en protéines supérieures à 40-kDa a été stimulé par tous les traitements.

Le rendement de la p40H a été inhibé par la cotinine (EC50 < 1 mg.kg-1) mais le traitement par

les mélanges a restauré la p40H du traitement dit naïf. Le rendement de la p40L a été inhibé

par le traitement par les mélanges. Le rendement en protéines inférieures à 40-kDa n’a été

affecté par aucun traitement. Le Western Blot a montré que les solutions saline, nicotine,

cotinine et leurs mélanges ont stimulé, par un mécanisme additif, l’ancrage de la p40H dans

les membranes cérébrales.

Conclusion Ces résultats représentent un support pharmacocinétique, pharmacodynamique et

comportemental en faveur des rôles opposés de la cotinine dans l’augmentation, par un

mécanisme additif, des stimulations stressantes et, par un mécanisme de potentialisation, des

stimulations anti-stressantes.

Mots Clés Interaction de la nicotine et de la cotinine ; récepteurs de la nicotine et de la

cotinine ; stress et antis-stress ; rongeurs.
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INTRODUCTION

Chez l’homme, la nicotine est rapidement métabolisée en cotinine (Bowman et al., 1959).

La demi-vie et les concentrations de cotinine sont 10 fois supérieures à celles de la nicotine

(Benowitz et al., 1983). Les concentrations de cotinine dans les échantillons biologiques sont

utilisées pour distinguer les fumeurs actifs, pour des concentrations au-dessus de 500 ng/mL,

des fumeurs passifs, pour des concentrations inférieures à 500 ng/mL. Cependant, les

concentrations chez les patients ni fumeurs actifs ni fumeurs passifs ne sont pas nulles

(Benowitz et al., 1983). La cotinine des patients non fumeurs non exposés à la fumée du tabac

(Benowitz et al., 1983) sera rapportée, par la suite, cotinine endogène (EndoC) par opposition

à la cotinine exogène (ExoC) qui provient du métabolisme de la nicotine. La nicotine peut

provenir du tabagisme actif ou passif (Di Giusto and Eckhard, 1986) et de certains aliments

(Siegmund et al., 2001) alors que la cotinine est considérée provenir exclusivement du

métabolisme de la nicotine (Bowman et al., 1959; Benowitz et al., 1983) et n’a pas été

détectée dans les aliments (Siegmund et al., 2001). Ces deux alcaloïdes ont été équipotents

pour affecter distinctivement la fonction de la cellule endothéliale, la synthèse du monoxyde

d’azote (NO) (Conklin et al., 2001) et les hormones de l’axe hypophyse surrénales

(Andersson et al., 1993). La cotinine a été proposée agir au niveau de l’éminence médiane

(Andersson et al., 1993) et a affecté les processus de traitement de l’information chez les non-

fumeurs (Herzig et al., 1998). La forte expression de l’allèle normal de CYP2A6, l’enzyme

responsable de la conversion de la nicotine en cotinine, a été associée de manière significative

à la dépendance tabagique (Pianezza et al., 1998). La cotinine a été active (Keenan et al.,

1994) ou inactive (Hatsukami et al., 1997) dans l’aide au sevrage tabagique.

La nicotine et les promesses de son utilisation dans les thérapeutiques reposent sur son

pouvoir de pénétration dans le cerveau et d’augmentation des fonctions cholinergiques (Court

et al., 1998). Aussi, le risque associé aux médicaments à base de nicotine est largement



LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS LE RENFORCEMENT
DES STIMULATIONS STRESSANTES ET ANTI-STRESSANTES

inférieur à celui du tabagisme (Heishman et al., 1997). Les activités pharmacologiques de la

nicotine seraient liées à son activation des récepteurs nicotinique à l’acétylcholine (nAChRs)

neuronaux une famille très diversifiée de récepteurs dont le prototype est le récepteur

nAChRs de la plaque motrice (Galzi and Changeux, 1995). Ces récepteurs sont modulables

par l’administration (Sparks and Pauly, 1999) et le retrait (Pietila et al., 1998) de la nicotine.

On a décrit plusieurs types de modulations comme la désensibilisation (perte d’activité), la

sensibilisation (suractivité), l’augmentation dans le cerveau et la baisse dans la périphérie de

la densité des récepteurs (Marks et al., 1983; Ochoa, 1994). L’up régulation des nAChRs

centraux est associée à l’apparition de la fraction désensibilisée (Marks et al., 1983; Ochoa,

1994). Cependant, la désensibilisation est jugée insuffisante pour expliquer l’up régulation

des récepteurs (Rowell and Li, 1997). Elle serait liée à l’effet inhibiteur de la nicotine sur le

rythme de renouvellement (turn-over) des récepteurs (Peng et al., 1994). Enfin, l’up

régulation des nAChRs centraux ne s’accompagne pas de synthèse de novo messagers ou de

protéines des sous-unités du nAChRs (Marks et al., 1983; Ochoa, 1994; Peng et al., 1994).

Elle serait un phénomène unique aux nAChRs, car pour la majorité des récepteurs centraux la

surexposition à l’agoniste produit une down régulation et la surexposition à l’antagoniste une

up régulation (Creese and Sibley, 1981). Dans ce cas, la nicotine serait un antagoniste des

nAChRs ou que son métabolisme produit l’antagoniste, et la cotinine a été proposée pour ce

rôle in vivo (Marks et al., 1983). Des expériences par microdialyse chez le rat ont montré

qu’un pré traitement par la cotinine inhibe la libération de la dopamine du noyau accumbens

normalement induite par la nicotine et la cocaïne, suggérant que la cotinine agirait sur un

composant du système de la récompense (Sziraki et al., 1999). De plus, la cotinine comme la

nicotine a atténué l’incordination motrice de l’éthanol (Dar et al., 1993; Dar et al., 1994).

Enfin, la nicotine a stimulé la production de NO cérébral chez le rat (Pogun et al., 2000) en

mobilisant le NO des cellules non-neuronales (Weruaga et al., 2002). Ainsi la compréhension
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des effets de la nicotine et son utilisation dans les thérapies (Whitehouse et al., 1988; Balfour

and Fagerstrom, 1996; Benowitz, 1996, 1999) reposent sur la connaissance des mécanismes

de fonctionnement et de régulation de ses récepteurs et les actions et interactions avec ses

dérivés. Les travaux ont montré que pour la majorité des dérivés testés, à l’exception de

certaines activités de la cotinine, les effets pharmacologiques sont comparables à ceux de la

nicotine (Kim et al., 1968; Risner et al., 1985; Chahine et al., 1990; Andersson et al., 1993;

Vainio et al., 1998; Sziraki et al., 1999; Vainio et al., 2000). Plus intéressant, nous avons

montré les interactions synergiques entre la nicotine et la cotinine (Riah et al., 1997; Riah et

al., 1999), comparé leur transport dans le cerveau (Riah et al., 1998) et isolé le récepteur de la

cotinine (Riah et al., 2000). Nos résultats montrent une potentialisation des effets toxiques de

la cotinine par l’hexamethonium (Riah et al., 1999), une majoration de la prise de poids par la

cotinine (Riah et al., 1999) et un profil pharmacologique et des récepteurs différents pour la

nicotine et la cotinine (Riah et al., 2000). L’analyse de la séquence des acides aminés de la

protéine purifiée ou p40 n’a pas montré d’identité avec les protéines connues mais, une

homologie significative avec des protéines humaines, comme la protéine p205 isolées du

liquide synovial (Hain et al., 1996) et la p38 isolée des fibroblastes (Bush et al., 1998) et des

calculs rénaux (Binette and Binette, 1994). Celles-ci ont été impliquées dans les réactions

immunitaires (Hain et al., 1996), inflammatoires (Binette and Binette, 1994; Hain et al., 1996)

et la croissance cellulaire (Bush et al., 1998), suggérant un lien avec le NO. Ce même NO a

été impliqué dans la récompense de la nicotine chez l’animal (Martin and Itzhak, 2000) et

cette récompense serait responsable de l’initiation et du maintien de la dépendance tabagique.

Étant donné que la récompense de la nicotine ne s’acquière qu’après son administration

répétée (Clarke and Fibiger, 1987; Shoaib et al., 1994) dans un contexte où il y’a le stress de

la manutention des animaux (Schmitt and Hiemke, 1998) et de l’administration saline

isotonique (Lukic and Haldar, 1993; Weruaga et al., 2002), nous avons étudié la modulation
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de la biodisponibilité de la cotinine et de ses récepteurs par le stress de l’administration saline

isotonique (Lukic and Haldar, 1993) et la nicotine car, la simple détection de la cotinine

endogène est insuffisante. Les résultats obtenus permettent de proposer le mécanisme des

effets opposés de la cotinine dans le renforcement additif du stress et dans le renforcement

synergique (potentialisation) de l’effet anti-stress de la nicotine.

MATÉRIELS ET MÉTHODES

Les rats Sprague-Dawley mâles (IFFA Credo ; France), les souris Mus musculus et les lapins

New Zélandais (Depré ; France) étaient naïfs à tout traitement et ont été gardés au moins 3

jours avant toute expérimentation. Les animaux ont été hébergés dans des cages en inox par 1

(lapins), 3 (rats) et 10 (souris) au rythme jour nuit (lumière de 7h à 18h) à la température de

22±2°C. Les animaux avaient un accès ad libitum à la nourriture et à l’eau. Les protocoles

expérimentaux étaient en accord avec les directives de l’Institut National de la Santé Guide de

l’Utilisation et de la Protection des Animaux de Laboratoire et ont été approuvés par le

Comité National Protection et Utilisation des Animaux de l’Université Paul Sabatier. Tous les

principes actifs sont de chez Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), exception pour la cotinine

(Riah et al., 1998) et le gel d’affinité (Riah et al., 2000) que nous avons synthétisés, les

anticorps anti p40 que nous avons produits, les membranes de nitrocellulose pure

(PROLABO) et le Kit de révélation Opti-4CN (BIO-RAD).

La cotinine a été extraite par le méthanol comme les alcaloïdes (Reavill et al., 1990) et

quantifiées par HPLC (Hariharan et al., 1988), RIA (RIA, Nicotine metabolite double-

antibody kit, Behring-DPC) et CCM (Riah et al., 1998). L’adaptation des récepteurs de la

cotinine a été étudiée par la fixation du radioligand [125I]-cotinine dans différentes régions

cérébrales et par une légère modification des conditions de chromatographie d’affinité (Riah

et al., 2000). La modification a consisté à baisser la concentration des protéines avant de
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charger la colonne d’affinité pour lier les récepteurs de plus faible affinité. Les rats ont été

sacrifiés, les cerveau prélevés par décapitation, rincé dans 0,9 % NaCl froid et stockés à

–20°C. Les membranes ont été extraites dans le tampon Tris-HCl, incubées 2 heures dans

l’eau pour laver les ligands (Bylund, 1992), solubilisées dans le CHAPS-10 mM, dialysées

extensivement, lyophilisées et reprises dans le tampon Tris-HCl-CHAPS-1 mM (0,1 g

tissu/mL) avant de charger les colonnes d’affinité (1 g tissu/ colonne). Lorsqu’un dosage de

protéine est prévu, les membranes sont reprises dans le tampon Tris-HCl, les protéines

quantifiées et mises en suspension dans le tampon de charge de gel (MAT & METH). Pour

les Westen Blots, les protéines ont été chargées (1 µg protéine ou tissu par piste), sur gel

SDS-PAGE 12 %, transférées sur membrane de nitrocellulose pure. Cette dernière est lavée,

bloquée puis incubée une nuit à 4°C avec le sérum immun. Elle est ensuite lavée et révélée

avec les anticorps secondaires et les substrats du Kit Opti4-CN de BIO-RAD comme décrit

par le fournisseur. Nous avons produit, chez la souris Mus musculus, un sérum immun dirigé

contre les récepteurs de la cotinine par une primo vaccination intramusculaire (20 µg

protéine) dans l’adjuvant complet de Freud, puis plusieurs vaccinations (5 µg protéine) dans

l’adjuvant incomplet de Freud. Le sang a été prélevé au niveau de la veine caudale entre 5-

7ème jour après chaque vaccination, le sérum préparé et stocké à –20°C. Le titre et la

spécificité ont été mise au point pour étudier, par Western Blot, la modulation des récepteurs

p40 de la cotinine. Les p40s ont été purifiées et identifiées par digestion à la trypsine suivie

d’une HPLC et par le séquençage NH2 terminal (Riah et al., 2000).

Analyse des données : les données de la liaison du radioligand ont été modelées à un ou

deux sites dans un programme pour les régressions non-linéaires (Leatherbarrow, 1987). Les

gels SDS-PAGES ont été colorés au nitrate d’argent, quantifiées par densimétrie et le bruit de

fond soustrait pour obtenir la densité optique de l’aire sous la courbe (AUC). Les pistes ont

ensuite été subdivisé en 4 zones : p40H, p40L, zone supérieure à p40H (ZP40H) et zone
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A B
Cotinine 20 ng/mL

C

Figure 20. Analyse et sensibilité du dosage par chromatographie liquide haute pression

(HPLC) de la cotinine endogène. Les rats ont été traités par la solution saline isotonique et la

cotinine a été extraite et quantifiée comme décrit dans la légende du Tableau VIII. En A, le

pic cotinine d’un rat traité par la solution saline isotonique et sacrifié au temps 0-5 min ; le

temps de rétention de la cotinine endogène est 6,51±0,02 (n = 9). En B, le pic de la cotinine

20 ng/mL, synthétisée au Laboratoire (Riah et al., 1997; Riah et al., 1998), est visible avec

une AUC voisine de 8500 DO et un temps de rétention 6,59±0,24 (n=19). En C, la courbe

d’étalonnage de la cotinine pour le dosage par HPLC montre que le seuil de détection dépasse

10 ng/mL.
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inférieure à p40L (ZP40L) et les zones exprimées en % de l’AUC. La normalité (Davis) et

l’homogénéité des variances (Cochran) des données ont été vérifiées avant une analyse de

variance (ANOVA) appropriée. Les moyennes ont été comparées au seuil de Scheffé. Une

probabilité P ≤ 0,05 a été considérée significative.

RÉSULTATS

I- Effets des traitements aiguës sur la biodisponibilité de la cotinine.

1-1- Modulation de la biodisponibilité de EndoC. Nous avons étudié l’effet de

l’administration de la solution saline isotonique sur la biodisponibilité de la cotinine endogène

(EndoC) dans les mêmes conditions expérimentales que la cotinine exogène (ExoC) (Tableau

VIII). Le dosage dans le tissu cérébral a été réalisé par HPLC sans réplication et par RIA avec

réplication. Le dosage dans le plasma a été réalisé par RIA avec réplication.

Dans le cerveau, les résultats par HPLC montrent que le temps de rétention de EndoC

Rt=6,51±0,02, n=9 (Fig. 20 A) est comparable à celui de la cotinine Rt=6,69±0,15, n=36 (Fig.

20 B). Dans nos conditions HPLC, la sensibilité du dosage de la cotinine dépasse 10 ng/mL

(Fig. 20 C). Les deux cotinine ont donc des propriétés physico-chimiques comparables par

HPLC et une réactivité immunologique identique par RIA (Tableau VIII). En utilisant la

réplication par RIA, une analyse de variance à deux voies (bloc : IndividuxTemps) montre des

effets significatifs liés aux individus (F2,9 = 4,5; P ≤ 4,5.10-2) et aux interactions (F4,9 = 7 ; P ≤

7.10-3). Une analyse de variance une voie montre que les individus sont significativement

différents (F2,3 = 13 ; P ≤ 3,4.10-2) à 0-5 min et ne sont pas significativement différents à 20

(F2,3 = 1 ; P NS (non significatif)) et à 60 min (F2,3 = 0,2 ; P NS). En prenant la moyenne des

valeurs par RIA, une analyse de variance deux voies avec réplication (bloc :

TechniquexTemps) montre que l’administration de la solution saline isotonique affecte,

significativement (F5,12 = 4 ; P  ≤ 2.10-2), les concentrations cérébrales de EndoC (Tableau
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A

Aorte de lapin
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Cerveau de rat

P40H : DINGGGA

P40L : DIN
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Figure 21. Présence dans le cerveau et absence dans l’aorte du doublet p40 chez le rongeur

naïf. La p40 a été purifiée à partir de l’aorte de lapin et du cerveau de rat par

chromatographie d’affinité (Riah et al., 2000) dans les mêmes conditions expérimentales.

Les protéines purifiées ont été séparées par 12 % (aorte) et 10 % (cerveau) SDS-PAGE,

transférées sur membranes PVD (ProBlot), rapidement colorées à l’amidoblack, la p40 de

l’aorte et la p40H et la p40L cérébrales ont été découpées et soumise à la dégradation

d’Edman. En A et B, la séquence des acides aminés côté NH2 terminal de la p40 de l’aorte,

et de la p40H et la p40L cérébrales est identique.
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VIII). L’effet lié aux techniques (HPLC/ RIA) (F1,12 = 0,26 ; P NS) n’est pas significatif et

l’effet lié aux temps (F2,12 = 14 ; P ≤6.10-4) est significatif. Les interactions

TechniquesxTemps (F2,12 = 1,6 ; P NS) ne sont pas significatives. L’administration de la

solution saline baisse, significativement, la concentration de EndoC à 20 min (t=4,8 ; P ≤

0,05) et 60 min (t=4,47 ; P ≤ 0,05) par rapport au temps 0-5 min (Tableau VIII). Pour tester la

régression linéaire, nous avons combiné les valeurs par RIA et par HPLC en utilisant la

moyenne des valeurs par RIA des individus à 0-5 min. Pour les autres temps, nous avons

utilisé les réplications. Les déviations de la régression (F1,21 = 24 ; P ≤ 8.10-5) sont

significatives. Les valeurs ont été modelées, significativement (P ≤ 0,05), par une

polynomiale de second ordre d’équation [EndoC]=1339-63x(temps)+0,8x(temps)2.

Tableau VIII. Effet du stress de l’administration saline isotonique sur la biodisponibilité de

la cotinine : comparaison avec l’administration de cotinine.

Traitement ; min Cerveau Plasma Rapport

Saline ; 0-5 1200±140/980±150 495 ± 93 2,4

Saline ; 20 412±40/397±39* 561 ± 70 0,9*

Saline ; 60 370±43/527±190* 4376 ± 1985 0,1*

Cotinine 70 ; 0-5 6325±456/13002±418 51340 ± 23462 0,1

Cotinine 70 ; 20 10183±1360/19306±2106* 42455 ± 6102 0,3*

Cotinine 70 ; 60 7987±784/8640±358 41837 ± 2307 0,2

*, P ≤ 0,05 par rapport au temps 0-5 min (Scheffé). Valeurs HPLC à droite et RIA à gauche.

30 rats ont reçu la solution saline isotonique seule ou avec la cotinine (1, 10 et 70) et sacrifié

au temps 0-5, 20 et 60 min. 3 individus ont été prélevés au hasard pour l’extraction de la

cotinine par le méthanol comme pour les alcaloïdes (Reavill et al., 1990) et sa quantification

par HPLC (Hariharan et al., 1988) et RIA (Riah et al., 1998).
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Figure 22. Identité des profils par HPLC des produits de la digestion, par la trypsine, de la

p40H et de la p40L cérébrales. La p40H et la p40L ont été préparées comme décrit dans la

légende de la Fig. 21 et digérées par la trypsine. Les peptides de la digestion ont été séparés

par HPLC sur une colonne en ligne de DEAE-C18 (1 mm de diamètre) avec un gradient

d’acétonitrile / TFA 0,1%. Le pic marqué étoile dans la p40H, absent dans la p40L, a été

soumis à une dégradation d’Edman. La séquence des acides aminés côté NH2 terminal

obtenue GNPDVWVPVFGATTGGGVVAYPD est absente des banques de données.
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Dans le plasma, les variations interindividuelles sont significatives à 0-5 min (F1,2 = 23 ; P ≤

1,2.10-2), 20 min (F2,3 = 15 ; P ≤ 2,7.10-2) et 60 min (F2,3 = 45 ; P ≤ 5,8.10-3). En utilisant les

moyennes par RIA l’analyse de variance ne montre aucun effet significatif (F2,6 = 1,57 ; P NS)

du temps sur les concentrations de EndoC plasmatique (Tableau VIII).

1-2- Modulation de la biodisponibilité de ExoC par les ligands nicotiniques. Nous avons

étudié l’effet de l’administration des ligands nicotiniques sur la biodisponibilité de la cotinine

exogène (ExoC) dans les mêmes conditions expérimentales que la cotinine endogène (EndoC)

(Tableau IX).

Tableau IX. Effet de la nicotine et ses antagonistes sur la biodisponibilité de la cotinine.

Traitement 60 min Cerveau Plasma Rapport

Cotinine 1 484±47/253±19 - -

Cotinine 10 2612±451/2658±321 - -

Cotinine 1 + nicotine 3948±379/5136±826* - -

Cotinine 10 + nicotine 1050±96/834±214 - -

Cotinine 70 + nicotine 3403±420/7396±584** 18510±4448* 0,2

Cotinine 70 + Hexam 532±82/508±42** 27783±1856* 0,02**

Cotinine 70 + Mecam 4367±669/11809±1743 31145±1346 0,1

-, n’a pas été fait ; * et **, P ≤ 0,05 et 0,01 par rapport au contrôle respectif (Scheffé).

15 rats ont reçu les doses de cotinine (1 ; 10 et 70) en mélange avec la nicotine (0,1 mg.kg-1).

10 rats ont reçu la cotinine 70 mg.kg-1 en mélange avec 1 mg.kg-1 hexamethonium (Hexam)

ou mecamylamine (Mecam). Ces rats ont été sacrifiés au temps 60 min pour l’extraction et la

quantification de la cotinine, comme décrit dans la légende du Tableau VIII.

Dans le cerveau, en utilisant la moyenne des réplications par RIA et les valeurs par HPLC,

une analyse de variance à deux voies (bloc : DosexNicotine) montre des effets significatifs
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Figure 23. La cotinine précipite l’effet stimulant du stress de l’administration saline

isotonique sur l’ancrage de la p40 dans les membranes cérébrales. 12 rats ont reçu la solution

saline isotonique (0,9 % NaCl ; 1 ml.kg-1) seule ou avec la cotinine (10 mg.kg-1) et ont été

sacrifiés entre 0-5 et 240 min pour extraire les protéines membranaires du cerveau par le

CHAPS et les doser avant de les remettre en suspension dans le tampon de dépôt et étudier,

par Western Blot, l’ancrage de la p40H dans les membranes du cerveau. En A les protéines (1

µg par piste) ont été séparées par 12 % SDS-PAGE, transférées sur membrane de

nitrocellulose et incubées avec le sérum dirigé contre la p40 à la dilution 1/5000. Les

membranes de nitrocellulose ont été révélées avec le Kit Opti-4CN (BIO-RAD). P40, contrôle

positif ; Mr, marqueurs de taille relative (66, 45 et 39 kDa) ; flèche, localise l’augmentation

de l’ancrage de la p40 à 40 min par la cotinine, et à 60 min par la solution saline isotonique.

En B, les bandes ont été quantifiées par densimétrie et l’aire sous la courbe (AUC) de la p40 a

été analysée par ANOVA deux voies sans réplication (Bloc Temps x Traitement). Bar, erreur

T - + - + - + - + - + - + MW

5 20 40 60 120 240 min
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standard (SD) ; ***, P ≤ 0,01 entre 40 min pour la cotinine, et 60 min pour la solution saline

isotonique versus le temps 0-5 min.

liés à la dose (F2,30 = 36 ; P ≤ 10-8), à la nicotine (F1,30 = 7; P ≤ 2.10-2) et aux interactions

DosexNicotine (F2,30 = 19 ; P ≤ 4.10-6). La nicotine stimule (t=2,71 ; P ≤ 0,05) les

concentrations cérébrales de ExoC 1 et inhibe (t=6,06 ; P HS (hautement significatif)) les

concentrations cérébrales de ExoC 70 (Tableau IX). Cet effet de la nicotine atténue l’effet des

doses de cotinine sur ses concentrations cérébrales (entre 10 et 70 t=4,53 ; P HS sans

nicotine et t=1,67 ; P NS avec nicotine). Par opposition, l’administration de la cotinine 70

avec 1 mg.kg-1 hexamethonium, un antagoniste cholinergique périphérique, produit l’effet

opposé (Tableau IX). En utilisant la moyenne des réplications par RIA et les valeurs par

HPLC, l’analyse de variance une voie montre un effet significatif (F3,20 = 10 ; P ≤ 3.10-4) du

traitement sur les concentrations cérébrales de ExoC. L’hexamethonium inhibe

significativement (t=5,35 ; P HS) les concentrations cérébrales de ExoC (Tableau IX). À

l’inverse, la mecamylamine à cette dose n’a pas d’effet significatif (t=2,27 ; P NS) (Tableau

IX). L’inhibition par l’hexamethonium est si forte que la concentration cérébrale égalise celle

des rats traités par la solution saline (t=0,05 ; P NS entre EndoC et ExoC cérébrales) alors que

la concentration plasmatique est plus forte (t=5,46 ; P HS entre ExoC et EndoC plasmatiques)

(Tableau VIII ; IX).

Dans le plasma, une analyse de variance montre un effet significatif (F3,20=12 ; P ≤ 9.10-5) du

traitement sur les concentrations de ExoC 70 plasmatiques. La nicotine inhibe plus fortement

(t=5,99 ; P HS) que l’hexamethonium (t=3,61 ; P ≤ 0,05) que la mecamylamine (t=2,74 ;  P

NS) les concentrations plasmatiques de cotinine (Tableau IX).

II- Identification des récepteurs centraux et périphériques de la cotinine. Le protocole de

fixation de la [125I]-cotinine n’a pas été modifié, car il avait déjà montré la multiplicité des
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sites de la cotinine (Riah et al., 2000). Nous avons isolé par chromatographie d’affinité la

protéine de l’aorte et les protéines du cerveau liant la cotinine. L’analyse SDS-PAGE montre

Figure 24. Opposition des effets de l’administration répétée de la solution saline isotonique

seule ou avec la nicotine sur les sites récepteurs de la cotinine du cortex et réversion des effets

de la nicotine par la cotinine. Les rats n’ont rien reçu (Naïf) ou ont reçu 11 injections IP sur

une 7 jours d’une solution saline isotonique seule 1 ml.kg-1 (NaCl 0,9 %) ou avec la nicotine

(1 mg.kg-1), la cotinine (100 mg.kg-1) ou le mélange 0,5+50 mg.kg-1. Ils ont été sacrifiés, par

élongation cervicale 48 heurs après l’arrêt du traitement, les cerveaux prélevés, les

membranes extraites (Bylund, 1992), incubées 8-12 heures (100 µg protéine par 100 µL) avec

le radioligand 70 pM seul (liaison totale) ou en présence de concentrations croissantes de

cotinine froide (inhibition). L’incubation a été terminée par filtration (filtre GF/B) et 3 lavages

de 5 mL par le tampon refroidi à 4°C ((Riah et al., 2000). La radioactivité sur les filtres a été
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comptée et analysée dans ENZFITTER (Leatherbarrow, 1987) et résumée dans le Tableau X.

Les valeurs sont la moyenne de la différence entre la liaison totale et la liaison non spécifique,

avec 10 mM cotinine, dans les membranes du cortex (n=3). Bar = 2 SD (déviation standard).

que nous avons purifié la p40 de l’aorte (Fig. 21 A) et la p40H (haute) et la p40L (basse) du

cerveau (Fig. 21 B).

La dégradation d’Edman des p40s a montré pour p40 de l’aorte (Fig. 21 A) une séquence des

acides aminés côté NH2 terminal DINGGGATLPQ identique à celle des p40s du cerveau

(Fig. 21 B). De plus, les anticorps anti-p40 du cerveau de rat ont permis d’identifier la p40,

par Western Blot, dans différents tissus périphériques d’espèces différentes : lapin, souris, rat

et homme (Chapitre V-C). Après digestion par la trypsine de la p40H (Fig. 22 A) et de la

p40L (Fig. 22 B), l’analyse HPLC montre, à l’exception du pic marqué par une étoile plus

intense dans la p40H (Fig. 22 A) que dans la p40L (Fig. 22 B), tous les autres pics, donc des

profils identiques (Fig. 22). Ces résultats montrent que les récepteurs de la cotinine sont

multiples, ubiquitaires et que les p40’s du cerveau et de la périphérie ont une masse relative

d’environ 40 kDa et la même séquence des acides aminés du côté NH2 terminal (Fig. 21-22).

III- Effets à plus ou moins court terme sur les récepteurs de la cotinine.

3-1- Modulation à court terme de l’ancrage de la p40. Pour étudier l’ancrage de la p40,

nous l’avons comparé l’effet cinétique entre 0 et 240 min du traitement par la solution saline

isotonique seule et avec la cotinine 10 mg.kg-1. Les rats ont été traités et sacrifiés pour étudier,

par Western Blot, l’ancrage de la p40 dans les membranes du cerveau (Fig. 23 A). Une

analyse de variance à deux voies sans réplication (Bloc : TraitementxTemps) de l’aire sous la

courbe (AUC) de la p40 ne montre aucun effet (F1,4=0,066 ; P NS) lié au traitement mais un

effet significatif (F4,4=39 ; P ≤ 2.10-3) lié au temps. L’administration de la solution saline seule

ou avec la cotinine stimule l’ancrage de la p40, respectivement, au temps 60 min (t=8,75 ; P ≤
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0,05) et 40 min (t=7,89 ; P ≤ 0,05) (Fig. 23 B). Ainsi, la cotinine précipite de 60 à 40 min la

stimulation, par la solution saline isotonique, de l’ancrage de la p40 dans les membranes (Fig.

23).

A Effet additif de la cotinine et de la solution saline sur la p40H
mg.kg-1     5                       1                      0,5                     0,1                   Sal

P40H
P40L

B Effet synergique de la cotinine et de la nicotine sur la p40H
mg.kg-1     Naïf Sal N0,5 N0,5+C0,5 N0,5+C5

P40H
P40L

Figure 25. La cotinine renforce, par un mécanisme additif, l’effet du stress de la solution

saline isotonique et, par un mécanisme synergique (potentialisation), de l’effet anti-stress de

la nicotine sur la p40H. Les rats ont été traités, sacrifiés et les cerveaux prélevés. Les p40s ont

été purifiées comme décrit dans la légende de la Figure 21. Les protéines ont été séparées par

12 % SDS-PAGE, colorés au nitrate d’argent et les bandes analysées comme décrit dans la

légende du Tableau XI. En A, les effets additifs de la cotinine et de la solution saline

isotonique sur la p40H sont visualisés (Tableau XI ; Cotinine seule). En B, les effets
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synergiques (potentialisation) de la cotinine et de la nicotine sur la p40H sont visualisés

(Tableau XI ; Mélange). Les pistes représentent l’équivalent de 150 mg tissu de cerveau de

rats traités comme indiquées par 11 IP sur 7 jours.

3-2- Modulation à long terme des sites de la [125I]-cotinine. Nous avons modélisé, dans un

programme (Leatherbarrow, 1987) d’analyse des régressions non-linéaires, l’effet de

l’administration IP, 11 fois sur 7 jours, de la solution saline isotonique seule, avec la cotinine,

avec la nicotine ou avec un mélange sur les récepteurs de la cotinine du cortex et du cervelet

marqués par la [125I]-cotinine (Riah et al, 2000).

3-2-1- Cortex. Dans le cortex, le modèle 2-sites a été accepté (P ≤ 0,05) (Fig. 24 ; Tableau

X). Les résultats d’inhibition montrent que l’administration de la solution saline, par rapport

au traitement dit naïf, augmente le site de haute affinité (HA) et baisse le site de basse affinité

(BA) (Fig. 24 ; Tableau X). L’administration de la solution saline n’a pas modifié la densité

totale (HA+BA) des sites, suggérant une inter conversion des sites BA en sites HA (Tableau

X). L’administration de la nicotine réduit la densité totale (HA+BA) des sites (Tableau X) et

inhibe totalement le site HA (Fig. 24 ; Tableau X). L’administration de la cotinine n’affecte

pas la densité totale (HA+BA) des sites (Tableau X) et réduit l’affinité du site BA (Fig. 24 ;

Tableau X). Le mélange de nicotine et cotinine n’affecte pas la densité totale (HA+BA)

(Tableau X) des sites et rétablit un site BA comparable à celui du traitement dit naïf (Fig. 24 ;

Tableau X).

3-2-2- Cervelet. Dans le cervelet, le modèle 1-site a été accepté (Tableau X).

Les résultats d’inhibition montrent que l’administration de la solution saline, par rapport au

traitement dit naïf, baisse la densité du site (Tableau X), tous les autres traitements s’opposent

à l’effet salin, mais aucun n’a rétabli une densité comparable à celle du traitement dit naïf

(Tableau X).
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A 0 Saline Nicotine0,5 Cotinine0,5 Cotinine1 N0,5+C0,5 N0,5+C1

P40H

B

Figure 26. Effet additif de l’administration répétée de la solution saline isotonique, de la

cotinine et de la nicotine sur l’ancrage de la p40H cérébrale. 7 rats ont reçu le traitement naïf

(0) ou 11 IP sur 7 jours de la solution saline seule ou avec la nicotine (0,5) ; la cotinine (0,5

ou 1) et les 2 mélanges possibles. Ils ont été sacrifiés à l’arrêt du traitement et les membranes

cérébrales extraites pour étudier, par Western Blot, le mécanisme de l’effet des traitements sur

l’ancrage de la p40H cérébrale. En A, les protéines membranaires (1 µg par piste) ont été

étudiées, par Western Blot, comme décrit dans la légende de la Fig. 23. En B, l’AUC des

bandes a été quantifiée, exprimée par rapport à Naïf et analysée par ANOVA deux voies sans

réplication (Bloc : Sans nicotine x Avec nicotine). Bar ; SD ; *,†, P ≤ 0,05, respectivement

par rapport à Naïf et à Sans nicotine, toutes doses confondues.



LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS LE RENFORCEMENT
DES STIMULATIONS STRESSANTES ET ANTI-STRESSANTES

Tableau X. Effets opposés de l’administration répétée de la solution saline isotonique seule

ou avec la nicotine sur les sites récepteurs de la cotinine : la cotinine renverse les effets de la

nicotine dans le cortex et les renforce dans le cervelet.

Traitement fmole/mg protéine HA kd 10-9 M BA kd 10-6 M

Cortex : la cotinine inhibe les effets de la nicotine

Naïf 2,38 0,28±0,03 2,1±0,9 2,1±0,1 56±12

Saline 2,62 1,12±0,06* 0,09±0,03 1,5±0,1* 0,35±0,16

Nicotine 1,23 nd* nd 1,23±0,1* 9±4

Cotinine 2,32 0,96±0,07* 0,08±0,03 1,36±0,1* 23±12

Mélange 2,6 0,7±0,1* 0,01±0,01 1,9±0,2 49±29

Cervelet : la cotinine renforce les effets de la nicotine

Naïf 3,9 ND ND 3,9±0,09 42±5

Saline 0,72 ND ND 0,72±0,01* 187±6

Nicotine 1,28 ND ND 1,28±0,24* 60±50

Cotinine 1,23 ND ND 1,23±0,08* 18±6

Mélange 1,77 ND ND 1,77±0,12* 28±8

 ND, non détectable, *, P ≤ 0,05  (Scheffé). 15 rats ont été traités et sacrifiés pour extraire les

membranes du cortex et du cervelet et étudier, par des expériences d’inhibition (Riah et al.,

2000), les sites récepteurs de la cotinine comme décrit dans la légende de la Fig. 24.

3-3- Modulation à long terme des p40’s. Nous avons comparé l’effet de l’administration, 11

fois sur 7 jours, 22 fois sur 13 jours et 33 fois sur 19 jours, de la solution saline isotonique

seule, avec la cotinine, avec la nicotine ou avec certains de leurs mélanges sur la p40 isolée

par chromatographie d’affinité, au traitement dit naïf. Après la chromatographie d’affinité et

séparation des protéines par SDS-PAGES, les gels ont été colorés au nitrate d’argent,
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quantifiées par densimétrie et analysés comme décrit dans les légendes de la Fig. 25 et

Tableau XI. Dans ces conditions de purification tous traitements confondus, pour n=18 pistes

la moyenne de la DO est 3,49±1,39 millions ; la p40H représente 17±6,6 % ; p40L

11,4±5,9 % ; ZP40H 40±14 % et ZP40L 11,5±5,9 %.

3-3-1- Effet sur l’AUC totale. L’ANOVA montre que les traitements affectent,

significativement (F4,13=8,05 ; P ≤ 1,7.10-3), l’AUC totale. L’administration de la solution

saline isotonique seule (t=4,86 ; P ≤ 0,01), avec la nicotine (t=5,04 ;  P ≤ 0,01), avec la

cotinine (t=4,98 ;  P ≤ 0,01) et avec les mélanges (t=3,91 ;  P ≤ 0,05) stimulent

significativement l’AUC totale, les mélanges étant les moins actifs (Tableau XI).

3-3-2- Effet sur la ZP40H. L’ANOVA montre que les traitements affectent,

significativement (F4,13=11,7 ; P ≤ 3.10-4), la ZP40H. L’administration de la solution saline

isotonique seule (t=5,48 ; P ≤ 0,05), avec la nicotine (t=6,02 ;  P ≤ 0,01), avec la cotinine

(t=4,15 ; P ≤ 0,05) et les mélanges de nicotine et cotinine (t=6,05 ;  P ≤ 0,001) stimule

significativement la ZP40H (Tableau XI).

3-3-3- Effet sur la p40H. L’ANOVA montre que les traitements affectent, significativement

(F4,13=4,75 ; P ≤ 0,014), la p40H. L’administration de cotinine (0 ; 0,1 ; 0,5 et 1 mg.kg-1)

affecte, significativement (F3,4=9,12 ; P ≤ 0,029), la p40H. L’inhibition de la p40H, à la dose 1

mg.kg-1, est significative (t=4,92 ; P ≤ 0,05), la régression est significative (F1,4=17,9 ; P ≤

0,013) et les déviations de la régression ne sont pas significatives (F2,4=4,73 ; P NS) (Fig. 25

A ; Tableau XI). La cotinine, toutes doses confondues, inhibe significativement la p40H par

rapport au traitement dit naïf (t=4,07 ; P ≤ 0,05) (Tableau XI). L’inhibition de la p40H par

l’administration de la solution saline isotonique seule (t=2,85 ; P NS) ou avec la nicotine

(t=3,37 ; P NS) n’atteint pas le seuil de signification (Fig. 25 B ; Tableau XI). Les mélanges

de nicotine et de doses croissantes de cotinine (t=1,37 ; P NS) n’affectent pas la p40H (Fig. 25

B ; Tableau XI).
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Tableau XI. Effets de l’administration répétée de la solution saline isotonique seule ou avec

la nicotine sur le rendement par chromatographie d’affinité : renforcement des effets opposés

sur la p40H par la cotinine.

Action additive sur p40H : entre cotinine et solution saline isotonique

Naïf Saline Cot 0,1 Cot 0,5 Cot 1Effet (%P40H)

Régression 100±14 57±1 39±25* 49±7* 19±14**

F4,5 =14; P≤0,006 (1)

F1,4 =18; P≤0,02 (1)

Action synergique sur p40H : entre cotinine et nicotine

Traitement Naïf Saline Nicotine Cotinine Mélanges Moyenne

DO x 10-6 1,1±0,09 4,1±0,5** 4,5±0,4** 4,3±,2** 3,6±0,2* 3,49±1,4

ZP40H DO % 16±2 45±4** 51±4*** 39±2* 49±3*** 40±14

P40H DO % 27±4 16±2 13±2 11±3* 18±1 17±6,6

P40L DO % 18±2 10±4 7±1 18±2 5±1* 11±5,9

ZP40L DO % 39±1 29±4 29±3 33±4 27±3 31±5

(1), Pour étudier la régression, le traitement naïf n’a pas été utilisé.

* ; ** et *** respectivement P ≤ 0,05 ; 0,01 et 0,001 Par rapport à Naïf.

10 rats n’ont rien reçu (Naïf) ou reçu 11 IP sur 7 jours de solution saline isotonique seule

(Saline) et avec la cotinine (Cot 0,1 ; Cot 0,5 et Cot 1 mg.kg-1). D’autres (10) rats ont reçu 11

IP sur 7 jours, 22 injections sur 13 jours, 33 injections sur 19 jours de solution saline

isotonique seule (Saline), avec la nicotine 0,5 (Nicotine) ou les mélanges de nicotine 0,5 et de

Cot 0,5 et Cot 5 (Mélanges). Les rats ont été sacrifiés 48 heures après l’arrêt du traitement

pour extraire les membranes cérébrales, solubiliser les protéines et isoler les protéines

réceptrices de la cotinine par chromatographie d’affinité (Riah et al., 2000). Les protéines ont

été séparées par 12 % SDS-PAGE, colorées au bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent et

analysées par densimétrie. Les régions ZP40H, p40H, p40L et ZP40L ont été délimitées sur

les gels et leur densité optique (DO) analysées par ANOVA.
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3-3-4- Effet sur la p40L. L’ANOVA montre que les traitements affectent, significativement

(F4,13=4,34 ; P ≤ 0,02), la p40L. L’effet de l’administration de la solution saline isotonique

seule (t=1,78 ; P NS), avec la nicotine (t=2,30 ; P NS), avec la cotinine (t=0,02 ; P NS) et avec

les mélanges (t=2,84 ; P NS) n’atteint pas le seuil de signification de Scheffé à 5 %

(Seuil=3,6). Les mélanges inhibent par rapport à la cotinine (t=3,5 ; P ≤ 0,05) la p40L (Fig.

25 ; Tableau XI).

3-3-5- Effet sur la ZP40L. L’ANOVA montre que les traitements n’affectent pas

significativement (F4,13=1,1 ; P NS), la ZP40L (Tableau XI).

3-4- Modulation à long terme de l’ancrage de la p40. Nous avons étudié l’effet de

l’administré, 11 IP sur 7 jours de la solution saline seule, avec la nicotine (0,5), avec la

cotinine (0,5 ; 1) ou avec les deux mélanges possibles, sur l’ancrage de la p40 par Western

blot (Fig. 26 A). Les résultats montrent que la solution saline seule et avec la cotinine, toutes

doses confondues, augmentent l’ancrage de la p40 et la nicotine augmente la réponse (Fig. 26

A). L’ANOVA montre que ces doses augmentent l’ancrage de la p40 par un mécanisme

additif (Fig. 26 B).

DISCUSSION

La cotinine, le dérivé majeur de la nicotine chez l’homme, est généralement admise

comme l’indice le plus fiable pour mesurer l’exposition à la fumée de tabac (Bowman et al.,

1959). Cependant, la cotinine est également mesurable chez le patient ni fumeur actif ni

fumeur passif (Benowitz et al., 1983). Cette dernière sera rapportée dans la suite, cotinine

endogène EndoC par opposition à la cotinine qui provient du métabolisme de la nicotine ou

exogène ExoC. Bien que la cotinine n’ait pas été trouvée dans les aliments (Siegmund et al.,

2001), ni l’origine de EndoC ni ses rôles physiologiques n’ont été étudiés. Des travaux, in



LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS LE RENFORCEMENT
DES STIMULATIONS STRESSANTES ET ANTI-STRESSANTES

vivo, ont montré que l’administration de cotinine affecte la récompense des substances de

dépendance. Par microdialyse chez le rat, le pré traitement par la cotinine inhibe l’effet de la

nicotine et la cocaïne sur la libération de dopamine dans le noyau accumbens (Sziraki et al.,

1999), atténue, comme la nicotine, l’incordination motrice de l’éthanol (Dar et al., 1993; Dar

et al., 1994) et potentialise les effets de la nicotine (Riah et al., 1997; Riah et al., 1999). Son

passage dans le cerveau (Riah et al., 1998), ses effets pharmacologiques différents (Dominiak

et al., 1985; Risner et al., 1985; Goldberg et al., 1989; Smith et al., 1994; Vainio et al., 1998;

Riah et al., 1999) et ses interactions avec les drogues nicotiniques (Riah et al., 1997; Riah et

al., 1999) ont permis de postuler l’existence de ses récepteurs (Riah et al., 1998; Riah et al.,

1999). Nous avons isolé une protéine de 40 kDa (p40), candidat potentiel pour ce rôle

récepteur (Riah et al., 2000). L’analyse de la séquence des acides aminés de la p40 a montré

une homologie significative avec des protéines humaines comme la p205 synoviale (Hain et

al., 1996) et la p38 des fibroblastes (Bush et al., 1998) et des calculs rénaux (Binette and

Binette, 1994). Celles-ci ont été impliquées dans les réactions immunitaires (Hain et al.,

1996), inflammatoires (Binette and Binette, 1994; Hain et al., 1996) et la croissance cellulaire

(Bush et al., 1998), suggérant un lien avec le monoxyde d’azote (NO). Ce même NO a été

impliqué dans la récompense de la nicotine (Martin and Itzhak, 2000), responsable de

l’initiation et du maintien de la dépendance tabagique. De plus, la récompense de la nicotine

ne s’acquière qu’après son administration répétée (Clarke and Fibiger, 1987; Shoaib et al.,

1994) dans un contexte complexe où le stress de la manutention des animaux (Schmitt and

Hiemke, 1998), de l’administration saline isotonique (Lukic and Haldar, 1993; Weruaga et al.,

2002), oxydant (Soto-Otero et al., 2002) et la potentialisation (synergie) des effets de la

nicotine par sa conversion en cotinine (Riah et al., 1997; Riah et al., 1999) vont se

développer. Pour définir le rôle de la cotinine et de la p40 dans ces processus, nous avons

étudié la modulation de son passage dans le cerveau et de l’ancrage de son récepteur p40 dans
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les membranes cérébrales par le stress de l’administration saline isotonique seule ou avec les

alcaloïdes, séparément et en mélanges appropriés.

Nous avons montré que EndoC est détectable chez le rat non-traité et que EndoC et

ExoC sont structurellement, par HPLC (Fig. 20 ; Tableau VIII), et immunologiquement, par

RIA (Tableau VIII), indissociables. L’administration de la solution saline a inhibé les

concentrations cérébrales de EndoC (Tableau VIII) et a stimulé, comme la cotinine, l’ancrage

de la p40 dans les membranes du cerveau (Fig. 23 A). À l’exception de la précipitation de

l’ancrage de la p40 par la cotinine, nous n’avons noté aucune différence qualitative ou

quantitative entre la réponse à l’administration saline seule ou avec la cotinine (Fig. 23 B).

Dans le plasma, les concentrations par RIA au temps 0-5 min (494±186 ng/mL) situent nos

animaux, par extrapolation aux humains, dans la catégorie des patients exposés à la fumée de

tabac. L’administration de la solution saline n’a pas augmenté significativement les

concentrations de EndoC plasmatique, à cause de la grande variabilité interindividuelle

(Tableau VIII). La baisse significative des concentrations tissulaires de la cotinine cérébrale

(Tableau VIII) suggère une inhibition de sa liaison dans ce tissu par un médiateur de stress.

Ce médiateur serait capable d’inhiber sa liaison (Tableau VIII) et d’augmenter l’ancrage de

son récepteur p40 dans les membranes de ce tissu, agissant comme la cotinine (Fig. 23). Le

système cotinine-p40 est donc sensible au stress comme le système oxytocinergique (Lukic

and Haldar, 1993), nitriergique (Weruaga et al., 2002) et benzodiazepinergique (Schmitt and

Hiemke, 1998). Ces résultats rappellent les effets, non encore expliqués, du stress sur la baisse

des concentrations de nicotine circulante sans modification des paramètres enzymatiques de

sa conversion en cotinine (Winders et al., 1998). Nos résultats montrent que l’administration

de la nicotine augmente les concentrations de cotinine cérébrales (Tableau IX). Cet effet de la

nicotine pourrait expliquer sa conversion en cotinine dans la périphérie. La modulation

opposée du transport de la cotinine dans le cerveau, respectivement, par le stress et par la
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nicotine indique la participation de protéines de liaison au transport de la cotinine dans le

cerveau (Tableau VIII ; IX). Pour supporter cette conclusion, nous avons isolé la p40 de

l’aorte (Fig. 21), produit des anticorps antip40 et mis en évidence, par Western blot, la p40

dans d’autres tissus périphériques (Chapitre V-C). La baisse de l'astringence des conditions de

la chromatographie d’affinité nous a permis de mieux visualiser les deux protéines majeures

de 40 kDa (Fig. 21), que nous rapporterons dans la suite p40H et p40L, en faveur de la

multiplicité des sites de la cotinine dans le cerveau (Fig. 25 ; Riah et al., 2000). L’analyse

SDS-PAGE et la séquence des acides aminés du côté NH2 terminal montrent que la p40 de

l’aorte (Fig. 21 A), de la p40H et la p40L (Fig. 21 B) ont la même masse relative et la même

séquence. Ce résultat suggère que les interactions avec le système cotinine-p40, aussi bien

dans la périphérie que dans le cerveau, peuvent expliquer la modulation du transport de la

cotinine dans le cerveau (Tableau VIII ; IX). En faveur de cette conclusion, la mecamylamine

est inactive et l’hexamethonium inhibe totalement le transport de la cotinine dans le cerveau

(Tableau IX). Ces résultats permettent de proposer que l’hexamethonium stimule la formation

du complexe cotinine-p40 périphérique alors que le médiateur du stress de la solution saline

inhibe et à l’inverse la nicotine stimule, la formation du complexe cotinine-p40 central. Ils

rappellent nos travaux sur la synergie entre la nicotine et la cotinine d’un côté et entre

l’hexamethonium et la cotinine de l’autre côté (Riah et al., 1999). Ils montrent que la

formation du complexe cotinine-p40 central et périphérique (Tableau IX) pourrait expliquer la

potentialisation de la toxicité de la cotinine, respectivement, par la nicotine et par

l’hexamethonium (Riah et al., 1999).

L’analyse du profil HPLC montre la présence dans la p40H (Fig. 22 A) et l’absence

dans la p40L (Fig. 22 B) d’un pic noté étoile, alors que tous les autres pics sont visibles (Fig.

22). Ce résultat indique une dégradation régulatrice de la p40H du côté COOH terminal dans

ce cas, la p40L provient de la p40H ou, une maturation régulatrice par phosphorylation,
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glucosylation, nitrosation donnant un peptide absorbant plus la lumière dans ce cas, la p40H

provient de la p40L ou, deux protéines réceptrices indépendantes mais de la même famille

dans ce cas, notre travail a le mérite de montrer, pour la première fois en accord avec les

données du radioligand (Riah et al., 2000), une diversité de cette nouvelle famille de

récepteurs de la cotinine. Nos résultats montre l’absence de la p40L de l’aorte et sa présence

dans le cerveau (Fig. 21). Ces résultats suggèrent l’adaptation de la p40 centrale, chez le rat

non traité, à une activité de stress basale. Cette conclusion est supportée par l’opposition des

effets de l’administration saline et de l’administration de la nicotine sur les récepteurs de la

cotinine (Fig. 24-25). L’induction des sites HA induite par l’administration de la solution

saline est bloquée par l’administration de la nicotine (Fig. 24 ; Tableau X). Ce résultat est en

accord avec la compétition de la nicotine pour les sites de la cotinine (Riah et al., 2000) et son

blocage du renouvellement (turn-over) de ses récepteurs (Peng et al., 1994). Les résultats

montrent que l’administration de cotinine augmente les effets de l’administration saline sur

les sites HA (Fig. 24 ; Tableau X) et sur la p40H (Fig. 25 A ; Tableau XI). Ces résultats, en

accord avec la notion de down régulation des récepteurs centraux lorsqu’ils sont exposés à

leur agoniste (Creese and Sibley, 1981), supportent la conclusion que la p40 centrale fait

partie du système de la récompense. Cette conclusion est démontrée par son adaptation au

stress de l’administration saline isotonique seule ou avec la cotinine (Fig. 23-26; Tableau

VIII ; XI) et à l’administration de la nicotine (Fig. 24-26 ; Tableau IX ; XI). Cette conclusion

a également été proposée dans une autre étude sur la libération de dopamine (Sziraki et al.,

1999). Ces résultats favorisent la conclusion que la p40L provient de la p40H, suite à une

coupure régulatrice du côté COOH terminal (Fig. 21-22) et son internalisation ou

séquestration sous l’effet de l’administration de cotinine (Fig. 25 A). Cependant, les méthodes

de la présente étude ne nous permettent pas de conclure définitivement sur l’origine de la

cotinine identifiée chez le rat non traité et si la p40 est réellement séquestrée ou non.
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Les arguments suivants sont en faveur de son origine endogène : i) la cotinine a été

détectée chez les patients non-fumeurs non-exposés, internés et sous-surveillance médicale

(Benowitz et al., 1983) ; ii) nos expériences ont été réalisées à différents moments et avec

différents lots de rats, il ne devrait y avoir aucune place pour l’erreur systématique ; iii)

l’estimation de la dose, en cotinine équivalent d’origine artefact, donne des valeurs nettement

supérieures dans le schéma administration aiguë par rapport au schéma administration

répétée. En administration aiguë l’estimation donne une dose supérieure à 1 mg.kg-1 lors de

l’étude du transport (Tableau VIII ; IX) et de 10 mg.kg-1 lors de l’étude de l’ancrage de la p40

(Fig. 23), soit au moins 10 mg.kg-1 nicotine, or cette dose de nicotine est proche de la DL50

(Riah et al., 1999) et nous n’avons jamais noté de mortalité dans l’animalerie. Au contraire,

dans les traitements répétitifs la dose équivalente est inférieure à 0,5 lors de l’étude de la p40

par chromatographie d’affinité (Fig. 25 A) et par Western Blot (Fig. 26). Ces arguments

seraient incompatibles avec une origine artefact quoi qu’il en soit, la modulation opposée de

son transport dans le cerveau, par la solution saline et par la nicotine, démontre que le système

cotinine-p40 est sensible au stress et l’action de la nicotine (Tableau VIII ; IX). En accord

avec cette conclusion, la cotinine précipite (Fig. 23) et augmente en addition avec

l’administration saline (Fig. 24-26) l’effet du médiateur de stress sur ses récepteurs et son

transport. La cotinine devrait être, en accord avec une étude chez l’homme (Pianezza et al.,

1998), un facteur de rechute cependant, cette conclusion n’a pas été atteinte dans d’autres

travaux, car la cotinine a été interprétée par la consommation de nicotine.

L’administration de la nicotine a affecté, de manière opposée, tous les effets de

l’administration de la solution saline, un modèle de stress (Schmitt and Hiemke, 1998; Lukic

and Haldar, 1993; Weruaga et al., 2002). Cette opposition montre que l’activité anti-stress

recherchée de la nicotine (Pomerleau et al., 1990; Pomerleau and Pomerleau, 1990a, b) passe

par le système cotinine-p40. Ces deux alcaloïdes semblent produire un effet anti-stress sur la
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biodisponibilité de la cotinine (Tableau IX), sur la p40 (Fig. 25 B) et sur les sites de la

cotinine (Fig. 24 ; Tableau X). Le fait d’observer des adaptations dans les sites de haute et de

basse affinité et que l’adaptation se fait dans des directions opposées suivant la région

considérée (Tableau X) montre que la récompense des substances de dépendance, y compris

de la nicotine, repose sur l’activité de plusieurs régions cérébrale et ne peut être confiné à

aucune structure particulière (Koob, 1992; Stolerman, 1993). Dans les deux cas un ou deux

sites, la nicotine a opposé à l’effet du stress de la solution saline (Tableau X). L’effet de la

cotinine sur ses sites de liaison doit être remis dans le contexte de la multiplicité des sites et

de la dose utilisée (100 fois la nicotine). Elle a reproduit l’effet de la nicotine sur le site BA,

visualisé plus facilement par le modèle 1 site du cervelet (Tableau X). Elle a protégé l’effet de

la solution saline sur le site HA, visualisé plus facilement par le modèle 2 sites du cortex

(Tableau X). Ces résultats rappellent la complexité de l’étude des sites récepteurs de la

nicotine (Nordberg et al., 1985; Larsson et al., 1986; Sanderson et al., 1993).

Pour évaluer les protéines réceptrices de la cotinine dans ces processus, nous avons

découpé en zones ZP40H, ZP40L, p40H et p40L les régions susceptibles de montrer des

récepteurs ou précurseurs (ZP40H) ou des récepteurs ou produits de dégradation (ZP40L) de

la p40. L’expression des résultats de chaque zone en % des protéines totale visait standardiser

les pistes d’un gel SDS-PAGE à l’autre. Les résultats obtenus confirment qu’aucun traitement

n’affecte la ZP40L (Tableau XI), ce qui favorise l’hypothèse de la dégradation de la p40H en

p40L et sa séquestration. La solution saline stimule significativement les protéines totales et la

ZP40H (Tableau XI), suggérant la présence de récepteurs précurseurs dans cette zone. La

nicotine stimule, comme la solution saline, l’AUC total, la ZP40H, mais n’inhibe pas la p40H

(Fig. 25 A ; Tableau XI). En présence de cotinine dans les mélanges, elle stimule moins

fortement l’AUC totales (Tableau XI) que la Zp40H (Fig. 25 B) et rétablit la p40H du

traitement dit naïf. Ces résultats démontrent une potentialisation, par la cotinine, de l’action
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inhibitrice de la nicotine sur la p40H (Fig. 25 ; Tableau XI). L’absence d’effet de la nicotine

0,5 mg.kg-1 sur la p40H suggère que l’effet synergique de la nicotine et de la cotinine sur la

p40H a pris place. Comme les techniques de chromatographie d’affinité et radioligand sont

basées sur le principe d’affinité nous devrions arriver, en principe, à la même conclusion !

Cependant, les traitements peuvent affecter plusieurs cibles différentes et leur affinité, il est

par conséquent difficile, voir impossible, de savoir par la technique du radioligand quelle

cible a été modifiée, alors que l’analyse SDS-PAGE des protéines isolées par affinité le

permet, dans la mesure où la résolution et l’abondance des cibles sont suffisantes. Les

résultats obtenus avec ces deux techniques montrent que le mélange des deux alcaloïde donne

un état plus naïf que l’état dit naïf comme le montre la restauration des sites BA (Tableau X)

et de la p40LH (Fig. 25). De plus, les deux techniques suggèrent que les modulations

observées sont le résultat de modifications d’affinité et de densité des récepteurs (Fig. 24-25 ;

Tableau X).

Pour savoir par quel mécanisme les mélanges de nicotine et de cotinine stimulent

l’ancrage de la p40H dans les membranes cérébrales (Fig. 25 B), nous avons étudié, par

Western blot, l’effet des traitements par la solution saline, la nicotine (0,5 mg.kg-1), la cotinine

(0,5 ; 1 mg.kg-1) et leurs mélanges (Fig. 26 A) sur la p40H. Les résultats obtenus montrent que

la solution saline et la cotinine, toutes doses confondues, stimulent l’ancrage de la p40 dans

les membranes (Fig. 26 B) et que la présence de nicotine dans les mélanges augmente par un

mécanisme additif l’ancrage de la p40H (Fig. 26 A-B). Ces résultats confirment que les

traitements affectent la densité et l’affinité des récepteurs de la cotinine. L’augmentation de

l’ancrage de la p40H est en accord avec l’effet de ralentissement, par la nicotine, de la

dégradation de ses récepteurs (Peng et al., 1994).

Pour savoir si le système cotinine-p40 peut contribuer à la récompense de la nicotine

en absence de stress expérimental supplémentaire, nous avons évalué l’effet de la présence et
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du retrait de la cotinine sur la consommation de la nicotine dans l’eau de boisson. Les

résultats obtenus indiquent que sa présence inhibe la consommation de la nicotine et au

contraire son retrait stimule, temporairement, la consommation de nicotine (Chapitre V-A).

Ainsi, les effets de la nicotine, responsable de son auto-administration, peuvent être

potentialisé par son métabolite, la cotinine. Cette hypothèse est en accord avec les travaux

chez le rat dans le test de la place préférence (Clarke and Fibiger, 1987; Shoaib et al., 1994) et

chez l’homme où la déficience dans l’allèle CYP2A6, l’enzyme responsable de la conversion

de la nicotine en cotinine, a été associé à une dépendance tabagique plus faible (Pianezza et

al., 1998).  De plus, ils sont en accord avec l’hypothèse que le NO intervient dans la

récompense de la nicotine et non dans son aversion (Martin and Itzhak, 2000).

Dans l’ensemble, les résultats présentés sont des considérations pharmacocinétiques,

pharmacodynamiques et comportementales pour illustrer les rôles opposés de la cotinine dans

l’augmentation, par une action additive, du stress de l’administration saline isotonique et, par

potentialisation (synergie ou supra additive), les activités de la nicotine responsable de la

dépendance tabagique. Ils permettent de conclure que ce rôle nous semble fondamental dans

l’acquisition et le maintien de la dépendance tabagique.
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Identification of a non nicotinic, p40 antibodies blocked cotinine-induced

dopamine release response in rat striatal synaptosome and it potentiation

by mecamylamine and methyllycaconitine

ABSTRACT

The pharmacology and receptors of nicotine and its main derivative, cotinine, are distinct.

The present study was conducted to isolate in a first step a ‘’specific’’ effect of cotinine on

[3H]-noradrenaline (NA) and [3H]-dopamine (DA) release. The comparison of effects

sensitive to nM concentrations of cotinine in five areas of rat brain has permitted to identify

DA release in striatum and NA release in cerebellum. DA release desensitized much more

rapidly than NA release. In a second step, we have showed that mecamylamine, the

irreversible antagonist of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), had potentiation of

effects of cotinine µM on DA release. In a third step, we have confirmed the potentiation of

DA by mecamylamine and methyllycaconitine, another antagonist reversible but more

efficient at nAChRs. These results demonstrate the non-nicotinic nature of DA release

induced by cotinine. Finally, we have confirmed, by total block of the response with antip40

antibodies, the non-nicotinic nature of cotinine effects on DA release in the striatum.

These results are discussed in light of literature data on the subject.

Key Words: Nicotine and cotinine receptors; noradrenaline and dopamine release; reward

and dependence; therapy; brain and rat.
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Identification d’une réponse de libération de dopamine non nicotinique

induite par la cotinine et bloquée par les anticorps anti-p40 dans les

synaptosomes du striatum du rat et sa potentialisation par la

mécamylamine et la methyllycaconitine

RÉSUMÉ

La pharmacologie et les récepteurs de la nicotine et de son dérivé, la cotinine, sont différents.

La présente étude a été conduite pour isoler dans un premier temps un effet ‘’spécifique’’ de

la cotinine sur la libération de la [3H]-noradrénaline (NA) et de la [3H]-dopamine (DA). La

comparaison des effets sensibles aux concentrations nM de cotinine sur cinq régions

cérébrales du rat a permis d’identifier une libération de DA dans le striatum et de NA dans le

cervelet. La libération de DA désensibilise plus rapidement que la libération de NA. Dans un

second temps, nous avons montré la potentialisation des effets de la cotinine µM sur la

libération de DA par l’antagoniste des récepteurs nicotiniques (nAChRs) irréversible

mecamylamine. Dans un troisième temps, nous avons confirmé la potentialisation de la

libération de DA par la mécamylamine et la methyllycaconitine, un autre antagoniste

réversible mais plus efficace des nAChRs. Ces résultats démontrent la nature non nicotinique

de la libération de DA provoquée par la cotinine. Nous avons confirmé, par le blocage total de

la réponse avec les anticorps antip40, les effets non nicotiniques de la cotinine sur la

libération de la DA dans le striatum.

Ces résultats sont discutés à la lumière des données de la littérature sur le sujet.

Mots clés : récepteur de la nicotine et de le cotinine ; libération de noradrénaline et de

dopamine ; récompense et dépendance ; thérapeutiques ; cerveau et rat.
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INTRODUCTION

La nicotine stimule la libération de nombreux transmetteurs dans le cerveau de rat par une

action directe sur les terminaisons nerveuses. L’attention a été portée surtout sur le système

dopaminergique nigrostrié et plusieurs équipes ont caractérisé la pharmacologie de la

libération de dopamine (DA) et de noradrénaline (NA) par la nicotine dans des synaptosomes

ou coupes de cerveau. La libération de DA provoquée par la nicotine µM dans le

nigrostriatum est dépendante du calcium externe (Grady et al., 1992; el-Bizri and Clarke,

1994) et médiée par les récepteurs nicotiniques à l’acetylcholine (nAChRs). La réponse est

donc stéréo sélective (Rapier et al., 1988), susceptible à la désensibilisation (Rapier et al.,

1988; Grady et al., 1994; Rowell and Hillebrand, 1994), reproduite par un nombre d’agonistes

nicotiniques et inhibée par certain antagonistes des nAChRs (Rapier et al., 1988; Grady et al.,

1992; el-Bizri and Clarke, 1994; Grady et al., 1994; Rowell and Hillebrand, 1994; Clarke and

Reuben, 1996).

La nicotine agit également sur l’hippocampe isolé du rat et stimule in vitro la libération de

la NA (Arqueros et al., 1978; Snell and Johnson, 1989). Avant ces deux dernière études, les

effets de la nicotine sur la libération de NA étaient obtenus à des concentrations très élevées

(≥ 500 µM) et présentaient des propriétés suggérant une action intracellulaire de type

tyramine. Par la suite, des concentrations plus faibles (10 et 100 µM) de nicotine ont été

capable de stimuler la libération de NA de coupes perfusées (Snell and Johnson, 1989). Cet

effet était bloqué par l’antagoniste des nAChRs mecamylamine, mais une action directe de la

nicotine sur les terminaisons nerveuses n’a pas été démontrée. Une autre étude a montré que

cette action de la nicotine sur la NA de l’hippocampe pourrait être largement indirecte

(Sacaan et al., 1995). Une étude comparant en parallèle les effets de la nicotine sur la

libération de NA de l’hippocampe et de la DA du striatum sur des préparations
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synaptosomales a permis de conclure que la pharmacologie du sous-type de nAChRs

médiateur de chacune de ces deux réponses était différente (Clarke and Reuben, 1996).

Les sous-types de nAChRs médiateurs de la libération de la DA dans le striatum et de la

NA dans l’hippocampe ne sont pas connus, mais des expériences d’hybridation in situ

suggèrent que ces nAChRs sont différents. Ceci étant, des neurones dopaminergiques

présumés d’origine nigrostriée expriment en abondance le messager des sous-unités α4, α5 et

β2 et faiblement α3 (Wada et al., 1989; Wada et al., 1990), alors que le Locus Coeruleus,

d’où émergent les projections NA vers l’hippocampe, exprime en abondance le messager α3

et moyennement les messagers β2 et β4 (Wada et al., 1989; Wada et al., 1990). La

comparaison de la pharmacologie des récepteurs recombinants et le paterne d’expression

anatomique des messagers des sous-unités des nAChRs suggèrent que le sous-type de

nAChRs contenant les sous-unités α3 et β4 module la libération de NA de l’hippocampe,

alors que le sous-type de nAChRs contenant les sous-unités α4, α5 et β2 module la libération

de la DA du striatum (Clarke and Reuben, 1996). Cependant, cette conclusion devrait être

prise avec beaucoup de précautions. En effet, la pharmacologie de la libération de DA ne se

superpose à la pharmacologie d’aucune combinaison de sous-unité (Clarke and Reuben,

1996) et la conclusion est surtout supportée par la fixation de la [3H]-nicotine (Clarke et al.,

1984) présumée résulter de la combinaison α4β2 (Whiting and Lindstrom, 1988; Flores et al.,

1992). D’autre part, l’identité du nAChRs modulant la libération de la DA et de la NA devrait

être supportée par la pharmacologie et / ou par les anticorps des sous-unités, car le messager

ne renseigne avec exactitude ni sur l’abondance de la protéine ni sur sa localisation dans le

neurone.

Les nAChRs du cerveau sont très diversifiés et largement exprimés. Cependant, peu de

réponses nicotiniques ont été caractérisées d’un point de vue pharmacologique et à présent, on
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ne sait pas si les types de nAChRs modulant la libération des neuromédiateurs sont exprimés

par d’autres populations neuronales. Deux autres réponses nicotiniques, à côté de la libération

de NA, ont été attribuées provisoirement à la combinaison α3β4. L’une décrite dans

l’habenula médiane diffère de la libération de NA dans sa sensibilité à la mécamylamine et à

la dihydro-β-érytroidine et dans les propriétés du canal formé par le récepteur α3β4 exprimé

dans les oocytes du Xénope (Mulle et al., 1991) . L’autre décrite dans des cultures de

neurones de l’hippocampe n’a pas été largement caractérisée (Alkondon and Albuquerque,

1993). D’autres réponses nicotiniques centrales (Mulle et al., 1991; Vidal and Changeux,

1993) sont clairement différentes de la libération de NA.

Ainsi, les conclusions sur le sous-type de nAChRs modulant la libération des

neuromédiateurs sont provisoires et in vivo, la nicotine est rapidement métabolisée en cotinine

(Bowman et al., 1959). Ce dérivé a une demi-vie beaucoup plus longue que celle de la

nicotine (Benowitz et al., 1983). Le récepteur de la cotinine (p40) lie également la nicotine, sa

pharmacologie n’est purement ni muscarinique ni nicotinique et la séquence de ses acides

aminés montre qu’il n’est pas un nAChRs (Riah et al., 2000). De plus, la toxicité de la

cotinine est potentialisée par les antagonistes des nAChRs (Dwoskin et al., 1999) et, in vitro

la cotinine stimule les nAChRs et libère la DA (Dwoskin et al., 1999) et in vivo, le pré-

traitement par la cotinine (0,5 mg.kg-1) inhibe la libération de la DA induite par la nicotine et

la cocaïne. Un traitement par la cotinine (0,5 mg.kg-1) down régule le récepteur p40 alors

qu’en présence de nicotine, la p40 est up régulée (Chapitre III). Ces résultats suggérant que la

cotinine agit sur un composant du système de la récompense (Sziraki et al., 1999) et par

conséquent, les récepteurs de la cotinine (p40) sont impliqués dans les mécanismes de la

récompense (Sziraki et al., 1999). En accord avec cette hypothèse, nous avons proposé la

mobilisation de le cotinine endogène sous l’action de l’injection d’une solution saline
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isotonique et la contribution de la cotinine à l’activité anti-stress de la nicotine, visible à

l’échelle du récepteur p40.

Dans ce travail, nous avons étudié dans un premier temps la libération de la DA et de la

NA dans cinq régions cérébrales chez le rat afin d’isoler une réponse spécifique à l’action de

la cotinine. Dans un second temps, nous avons confirmé la potentialisation, par les

antagonistes des nAChRs, de l’action de la cotinine sur la libération de la DA dans le

striatum. Enfin, l’aptitude des anticorps anti-récepteurs de la cotinine à inhiber cette activité a

été établie.

MATÉRIELS ET MÉTHODES

Des rats mâles Sprague-Dawley (IFFA-Credo France) de 300-400 g ont été maintenus au

moins trois jours avant l’expérimentation dans l’animalerie de la Faculté des Sciences

Pharmaceutique (Toulouse) à une température de 22±2°C et une humidité relative de 72%. Ils

étaient naïfs à tout traitement. Les animaux avaient un accès ad libitum à la nourriture

standard commercial (Rat A04) et au biberon d’eau. Les protocoles expérimentaux,

impliquant les animaux, étaient en accord avec les directives du Guide pour la Protection et

de l’Usage des Animaux de Laboratoire. Ils ont été approuvés par le Comité Usage et la

Protection des Animaux de Laboratoire de l’Université Paul Sabatier.

Le protocole de libération de la DA et de la NA a été réalisé comme décrit par Clarke et

Reuben (Clarke and Reuben, 1996). Les animaux sont sacrifiés par élongation des vertèbres

cervicales, le cerveau prélevé, lavé dans le tampon de dissection (saccharose 0,32 M-Hepes 5

mM) à 4°C, les régions cérébrales disséquées et homogénéisées dans 20 volumes de tampon

de dissection. Après une centrifugation de 10 min (3000 rpm ; rotor Beckman JA20), le



LA COTININE ET SES RÉCEPTEURS DANS LA
LIBÉRATION DES NEUROMÉDIATEURS

surnageant est à nouveau centrifugé 20 min (10000 rpm). Le culot riche en synaptosomes est

remis en suspension à raison de 5 ml par g de tissu initial dans le tampon de perfusion (mM :

NaCl, 128 ; KCl, 2,4 ; CaCl2, 3,2 ; KH2PO4, 1,2 ; MgSO4, 0,6 ; HEPES, 25 ; glucose, 10,

acide ascorbique, 1 ; pargyline, 0,01). Les synaptosomes sont ensuite incubés 10 min à 37 °C

avec le neuromédiateur radioactif (0,1-0,2 µM). L’incubation est arrêtée par centrifugation 5

min à 3000 rpm, le culot repris dans le même volume de tampon, 100 µl sont déposés par

filtre type A/E (Gelman) pré-monté dans les chambres de perfusion (Swinnex ; Millipore).

Les synaptosomes sont lavés 35 min avec le tampon de perfusion avec un débit de 0,4 ml/min

maintenu par la pompe péristaltique. On collecte une dizaine de fractions dans des fioles à

scintillation de 5 ml (Beckman) qui serviront à établir la moyenne de la ligne de base pour

chaque canal avant d’injecter grâce à une seringue 25 G (Becton-Dickinson) le tampon

comme contrôle ou l’agoniste. On collecte à nouveau une dizaine de fractions pour le calcul

de l’effet, exprimé en % de la ligne de base. Généralement la ligne de base s’établit au bout

de 25-30 min et l’effet est observé au bout de 1-5 min. Pour les expériences d’inhibition, les

antagonistes sont présents durant toutes les périodes : lavage, administration de l’agoniste et

effet. Dans les expériences d’inhibition avec les anticorps des récepteurs de la cotinine, le

sérum immun (1-10 µl) ou contrôle (10 µl) est mis avec les synaptosomes durant la période

d’incubation avec le neuromédiateur radioactif. Les fractions sont mélangées avec 4 ml de

liquide de scintillation (Beckman) et les fioles placées dans un compteur beta (Beckman). La

pargyline, un inhibiteur des monoamines oxydases (MAO), préserve les neuromédiateurs de

la dégradation et l’acide ascorbique des oxydations. Dans ces conditions, la radioactivité

collectée correspond au neuromédiateur à plus de 80%. De plus, le système de perfusion et

des synaptosomes mesure l’action directe sur les terminaisons nerveuses et les effets sur la
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libération du neuromédiateur et pas sur la recapture du neuromédiateur (Clarke and Reuben,

1996). L’expression des effets par l’aire sous la courbe (AUC) ou la hauteur du pic de

libération produit le même résultat (Clarke and Reuben, 1996). Les données ont été soumises

à l’analyse de variance (ANOVA) et les effets jugés par les tests de Student. Une probabilié P

≤ 0,05 est considérée significative.

RÉSULTATS

I- Effet de la cotinine sur la libération de la NA et de la DA dans les différentes régions

cérébrales

Effets sur la NA. La cotinine affecte significativement la libération de la NA dans le cortex

(F3,40 = 3, 76 ; P ≤ 0,02), le striatum (F3,40 = 3 ; P ≤ 0,04), le bulbe (F3,40 = 4,56 ; P ≤ 0,01), le

caudate-putamen (F3,40 = 2,92 ; P ≤ 0,05) et le cervelet (F3,40 = 8,74 ; P ≤ 0,0001). Au seuil de

Student, l’effet des concentrations de la cotinine n’atteint pas la signification dans le caudate-

putamen et le bulbe (t = 1,93 à 10-3 M ; 0,05 ≤ P ≤ 0,10). Au contraire, il atteint la

signification dans le striatum (t = 2,26 à 10-5 M ; P ≤ 0,05), le cortex (t = 2,08 à 10-5 M ; P ≤

0,05) et le cervelet (t = 3,45 à 10-5 M ; P ≤ 0.01) (Fig. 27).

Effet sur la DA. L’effet de la cotinine sur la libération de la DA est significatif dans le cortex

(F6,101 = 2,22 ; P ≤ 0,03), le cervelet (F11,96 = 15,96 ; P ≤ 3.10-17) et le striatum (F10,171 = 4,57 P

≤ 10-5). Il n’est pas significatif dans le caudate-putamen (F4,68 = 2,39 ; P ≤ 0,059) et le bulbe

(F6,108 = 1,25 ; P ≤ 0,3). Au seuil de Student, l’effet des concentrations de la cotinine atteint la

signification dans le striatum (t ≥ 3,5 à 10-8 M ; P ≤ 0,01), le cortex (t ≥ 2,7 à 10-6 M ; P ≤

0,01) et le cervelet (t ≥ 3, 5 à 10-9 et 10-6 M ; P ≤ 0.01) (Fig. 27). Les résultats montrent que la

réponse mesurée « libération des neuromédiateurs » est relative et représente la résultante

d’une libération et d’une capture (Fig. 27) :
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Dans l’intervalle de concentrations [nM, µM]. La cotinine stimule de manière non

significative la capture de NA dans toutes les régions et significative pour la DA dans le

cervelet (0,05 ≤ P ≤ 0,01) (Fig. 27). La libération de noradrénaline est significative dans le

cervelet (P ≤ 0,01 ; Fig. 27) et la libération de DA est significative dans le cortex (P ≤ 0,01 à

1 µM ; Fig. 27) et le striatum (P ≤ 0,01 à 10 nM ; Fig. 29). La libération de DA désensibilise

dès 50 nM dans le striatum (Fig. 29).

Dans l’intervalle de concentrations [µM, mM]. On observe dès les concentrations

supérieures à µM une désensibilisation de la capture de DA dans le cervelet (à ≥ 50 µM), de

la libération de DA dans le cortex (à ≥ 10 µM) et de la NA dans le cervelet. La libération de

NA dans les autres régions ne montre pas une désensibilisation évidente (Fig. 27).

Classification des régions suivant l’Emax de la NA.

L’effet maximum (Emax) de la libération de NA permet de proposer une classification de

l’amplitude de la réponse des régions : striatum (455 %) ≥ bulbe (349) ≥ cortex (311) ≥

caudate-putamen (289) ≥ cervelet (211).

Classification des régions suivant l’EC50 de la NA. La concentration produisant 50 % de

l’Emax (EC50) permet de proposer la classification suivante de la sensibilité des régions :

cervelet (nM) ≥ à toutes les autres régions.

Classification des régions suivant l’Emax de la DA.  L’Emax permet de proposer : striatum (202

%) = cortex (211) ≥ cervelet (capture c’est-à-dire des valeurs ≤ 100 % ; Fig. 27).

Classification des régions suivant l’EC50 de la DA. L’EC50 permet de proposer cervelet

(nM) = striatum (nM) ≥ cortex (µM).

Ces résultats montrent que la cotinine module la libération et la capture de la NA et de la DA :

La capture de la NA n’atteint pas la signification, celle de la DA atteint la signification dans

le cervelet.
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La libération de la NA s’exprime dans toutes les régions. La libération de la DA s’exprime

dans le striatum et le cortex et sa capture dans le cervelet.

En résumé : dans le nM, la cotinine libère la NA et capture la DA dans le cervelet et libère la

DA dans le striatum. Aux plus fortes concentrations, elle libère la NA dans toutes les régions

et la DA dans le cortex. Les effets sur la DA désensibilisent plus rapidement que ceux sur la

NA.

Figure 27. Comparaison des effets dose réponse de la cotinine sur la libération de la NA et de

la DA dans les synaptosomes de cinq régions du cerveau chez le rat. Les valeurs représentent

la moyenne ± écart à la moyenne du pic de libération, calculé en % de la ligne de base et

normalisé, de la NA (rond plein, n = 4) et de DA (triangle vide) dans le cortex (n = 8-15) et le

cervelet (n = 5-13). Les valeurs du contrôle sont indiquées par le zéro des abscisses. Les

probabilités sont indiquées dans la figure. Student après ANOVA.
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II- Potentialisation des effets de la cotinine µM sur la libération de la DA par la

mécamylamine Nous avons évalué l’effet de la mecamylamine, un antagoniste irréversible

des nAChRs neuronaux, sur la libération de DA provoquée par la cotinine. Nous avons utilisé

une concentration de cotinine de 1 µM dans toutes ces régions. La présence de cet antagoniste

n’a pas eu d’effet significatif sur la libération de la DA basale et provoquée par la cotinine,

exception faite pour le bulbe (Fig. 28) : l’analyse de variance montre, en utilisant deux

traitements avec et sans antagoniste, une différence à la limite de la signification (F1,30 = 3,9 ;

P ≤ 0,057) et la comparaison des moyennes entre avec et sans antagoniste est à la limite de la

signification (t = 1,98 ; P ≤ 0,057).

La présence de l’antagoniste potentialise donc légèrement l’effet de la cotinine µM sur la

libération de la DA, au moins dans le bulbe.

III- Rôle de la p40 dans la libération de la DA dans le striatum Bien que tous les effets

que nous avons décrits sur la libération et la capture de la DA et de la NA suivant les régions

aux concentrations de cotinine ≥ µM méritent d’être caractérisés précisément, nous avons

accordé notre attention au rôle des récepteurs de la cotinine (p40) dans l’activité de libération

de la DA dans le striatum. D’autre part, la libération de NA dans le cervelet et de la DA dans

le striatum pourrait dépendre du même récepteur.
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Figure 28. Potentialisation par la mécamylamine des effets de la cotinine sur la libération de

DA dans le bulbe. Les valeurs représentent la moyenne ± écart à la moyenne du pic de

libération, calculé en % de la ligne de base et normalisé de 5 expériences. Abréviations : Tp,

tampon ; M, mécamylamine ; C, cotinine ; étoile , P ≤ 0,06 entre avec et sans mecamylamine.

Teste de Student après ANOVA.

1- Effet dose réponse de la cotinine dans le striatum et sa désensibilisation Dans

un premier temps, nous avons reproduit les effets dose réponse de la cotinine sur la libération

de DA dans le striatum (Fig. 29).

L’effet de la cotinine sur la libération de DA dans le striatum se situe dans l’intervalle de

concentrations [0,1-10] nM. Au-delà de 10 nM, la réponse désensibilise rapidement et aucune

différence avec le contrôle n’est observée dès 50 nM (Fig. 29).

emac
Tampon 
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Figure 29. Effet dose réponse de la cotinine sur la libération de la DA dans les synaptoomes

du striatum chez le rat Les valeurs représentent la moyenne ± écart à la moyenne du pic de

libération, calculé en % de la ligne de base et normalisé. Les chiffres gras représentent le

nombre de canaux testés par concentration de cotinine ou de tampon de perfusion seul comme

contrôle. Étoiles, P ≤ 0,01 par rapport au contrôle. Test de Student après ANOVA.

2- Potentialisation des effets de la cotinine nM sur la libération de DA par les

antagonistes des nAChRs. La pharmacologie de cette réponse a été caractérisée avec la

mécamylamine et la methyllycaconitine, deux antagonistes des nAChRs. L’analyse de

variance globale (toutes concentrations confondues ; F4,163 = 21,24 ; P ≤ 4.10-14) ou par

concentration (F17,150 = 4,68 ; P ≤ 7.10-8) montre l’existence de différences très significatives

entre les traitements. La comparaison des moyennes montre :

1- Que l’administration des antagonistes des nAChRs n’a pas d’effet significatif sur la

libération basale de DA (methyllycaconitine 10 µM, t = 0,07, P  non significatif ;

mécamylamine 10 µM, t = 0,17, P non significatif) (Fig. 30).
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2- Que la libération basale de DA est stimulée significativement par la cotinine 10 nM (t =

2,65, P ≤ 0,05) (Fig. 30).

3- Que la libération de DA provoquée par la cotinine 10 nM est stimulée significativement

en présence des faibles concentrations de methyllycaconitine (1 nM, t = 2,62, P ≤ 0,05 et

10 nM, t = 2,36, P ≤ 0,05) ou de mécamylamine (10 nM, t = 3,08, P ≤ 0,05).

4-  Que la libération de DA provoquée par la cotinine 10 nM n’est pas inhibée en présence

des fortes concentrations de methyllycaconitine (10 µM, t = 0,34, P non significatif et 100

µM, t = 0,1, P non significatif) ou de mécamylamine (0,1-10 µM, t = 0,05-0,74, P non

significatif).

Ces résultats montrent que la libération de DA provoquée par la cotinine 10 nM est

potentialisée, significativement, par les faibles concentrations des antagonistes des nAChRs.

Cette potentialisation désensibilise aux fortes concentrations des antagonistes. Les

antagonistes n’ont aucun effet inhibiteur sur la libération de DA provoquée par la cotinine

(Fig. 30).
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Figure 30. Blocage avec les antagonistes des nAChRs de la libération de DA des

synaptosomes du striatum provoquée par la cotinine. Les valeurs représentent la moyenne ±

écart à la moyenne du pic de libération, calculé en % de la ligne de base et normalisé (n = 6-

10 methyllycaconitine ; n = 4-7 mecamylamine). L’effet de l’administration du tampon

comme contrôle (Tp, rond vide), methyllycaconitine 10-6 M (Fig. de droite My, carré vide),

mécamylamine 10-5 M (Fig. de gauche Me, carré vide) et cotinine 10-8 M (Co, triangle vide)

seuls est montré. 2Étoile, P ≤ 0,05 par rapport au contrôle ; Étoiles, P ≤ 0,05 par rapport à

cotinine seule. Teste de Student après ANOVA.

3- Rôle des récepteurs de la cotinine (p40) dans la libération de DA provoquée

par la cotinine nM. La contribution des récepteurs de la cotinine (p40) à cette réponse a été

évaluée par les anticorps dirigés contre les récepteurs de la cotinine, isolés par

chromatographie d’affinité (antip40). La comparaison des moyennes montre (Fig. 31) :
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1- Que le sérum témoin n’a aucun effet (t = 1,15, p non significatif) sur la libération

de DA provoquée par la cotinine.

2- Que le sérum antip40 inhibe totalement et dès 1 µl par essai la libération de DA

provoquée par la cotinine.

3- Que le sérum antip40 de 1 à 10 µl n’a aucun effet sur la libération basale de DA

(Fig. 31).

Figure 31. Blocage total avec les antip40 de la libération de DA des synaptosomes du

striatum provoquée par la cotinine 10 nM. Les valeurs représentent la moyenne ± écart à la

moyenne du pic de libération, calculé en % de la ligne de base et normalisé (contrôle n = 7 ;

cotinine avec antip40 n = 13-18, avec sérum témoin n = 35). L’effet de l’administration du

contrôle (Tp, rond vide), cotinine 10-8 M (Co, rond plein) et sérum témoin (S < 0, carré plein)

est montré. Étoile, P ≤ 0,05 par rapport au contrôle et par rapport au sérum antip40. Test de

Student après ANOVA.
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DISCUSSION

L’étude présente montre que la cotinine module la libération des neuromédiateurs DA et NA

des synaptosomes du cerveau du rat d’une manière dépendante de la concentration, la région

et le neuromédiateur. Suivant le neuromédiateur et la région cérébrale considérés, les résultats

montrent un comportement opposé (Fig. 27) entre :

a- Le cervelet et les autres régions.

b- La DA et la NA.

c- La libération et la capture.

En tenant compte des données clés suivantes de la littérature :

1- Ce protocole expérimental n’est pas adapté pour la mesure de la capture (Clarke and

Reuben, 1996).

2- La cotinine, aux concentrations supérieures au µM, stimule in vitro la libération de la DA

via des nAChRs (Dwoskin et al., 1999).

3- Elle inhibe in vivo la capture et l’accumulation de la 5-hydroxytryptamine (5-HT).

L’effet n’est pas bloqué par la mécamylamine et via des récepteurs non cholinergiques

non 5-HT (Fuxe et al., 1979).

4- Le pré-traitement par la cotinine inhibe les effets stimulateurs de l’administration de la

nicotine et de la cocaïne sur la libération de DA dans le striatum chez le rat étudié par

micro dialyse (Sziraki et al., 1999).

5- La mécamylamine augmente l’index thérapeutique de la nicotine (Rose et al., 1994; Rose

et al., 1998) sans effet inhibiteur sur la synapse cholinergique (Rose et al., 2001).

6- La mécamylamine est effective dans la réduction de la compulsion pour la cocaïne (Reid

et al., 1999).
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7- La mécamylamine est effective dans le traitement de certains désordres psychiatriques

(Silver et al., 2000).

8- Le récepteur p40 de la cotinine a été isolé (Riah et al., 2000).

9- La cotinine endogène et la p40 interviennent dans les mécanismes du stress.

10- La cotinine et la p40 sont impliquées dans l’activité anti-stress de la nicotine.

Nous avons émis les hypothèses que la cotinine module la libération des neuromédiateurs,

comme le montre l’exemple de la NA et de la DA (Fig. 27) via :

H1 : Le récepteur p40 est responsable des effets modulateurs de la cotinine sur la libération

de NA et de DA dans l’intervalle de concentration nM à µM.

H2 : Le nAChRs est responsable des effets modulateurs de la cotinine sur la libération de NA

et de DA dans l’intervalle de concentration µM à mM.

H3 : L’existence d’interactions entre la nicotine, la cotinine et les antagonistes des nAChRs.

L’hypothèse H3 a été évaluée par l’étude avec les antagonistes nicotiniques. Les résultats

ont confirmé que les antagonistes des nAChRs potentialisent les effets de la cotinine sur la

libération des neuromédiateurs (Fig. 28-29). La mécamylamine dans l’intervalle de

concentration [nM, µM] a potentialisé l’effet de la cotinine µM sur la libération de DA,

cependant l’effet s’était seulement rapproché de la signification (P ≤ 0,057) (Fig. 28). Nous

avons revalorisé cette hypothèse avec deux antagonistes des nAChRs et baissé la

concentration de la cotinine à 10 nM pour étudier les interactions sur la libération de DA dans

le striatum (Fig. 30). Les résultats obtenus ont confirmé une potentialisation significative des

effets de la cotinine nM sur la libération de DA (Fig. 30). La potentialisation des effets de la

cotinine par les antagonistes des nAChRs a été observée, auparavant lors de l’étude

toxicologique où l’hexamethonium, un autre antagoniste des nAChRs périphériques, a

potentialisé la toxicité de la cotinine (Riah et al., 1999). Il était donc intéressant de généraliser

ce mécanisme de potentialisation avec des antagonistes des nAChRs centraux. Le mécanisme
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intime de cette potentialisation semble faire intervenir des modifications de la liaison de la

cotinine sur ses récepteurs. Clairement, les ligands agonistes et antagonistes nicotiniques

seraient des stimulateurs de sa liaison. Dans ce dernier cas, leur effet ferait intervenir un site

hallostérique positif donc non compétitif. En faveur de ces hypothèses, nous avons montré

une augmentation du transport de la cotinine dans le cerveau en présence de nicotine et une

inhibition de son transport en présence d’hexamethonium (Chapitre III). Également, nous

avons montré une inhibition des effets de l’administration de la cotinine sur ses récepteurs

p40’s en présence de nicotine (Chapitre III). Ces résultats supportent les effets thérapeutiques

bénéfiques des mélanges de la nicotine et de la mécamylamine (Rose et al., 1994; Rose et al.,

1998). Ils supportent également les effets favorables de la mécamylamine sur la compulsion

pour la cocaïne (Reid et al., 1999) et les désordres psychiatriques (Silver et al., 2000). Plus

encore, les effets bénéfiques de la mécamylamine ne seraient pas liés à un blocage de la

synapse cholinergique (Rose et al., 2001). Enfin, pour concilier les effets des antagonistes des

nAChRs sur la libération de DA (Fig. 28-29) et les effets bénéfiques de la mécamylamine

dans la réduction de la compulsion pour la cocaïne (Reid et al., 1999) et thérapeutiques en

général (Silver et al., 2000) (en absence d’administration de nicotine), nous avons proposé la

mobilisation de la cotinine endogène (Chapitre III).

Ces interactions (bénéfiques) peuvent faire intervenir l’existence de sites allostériques

coopératifs positifs sur la p40 capable de lier les antagonistes des nAChRs et d’amplifier

l’effet de la cotinine. Dans ce cas, l’absence de potentialisation aux fortes concentrations des

antagonistes résulterait d’une inhibition de la liaison de la cotinine ou d’une désensibilisation

des sites allostériques coopératifs positifs et / ou de la réponse. En faveur de ces hypothèses,

nous avons montré une multiplicité des sites récepteurs de la cotinine et des effets coopératifs

sur la p40 ont été suggérés par la détermination d’un nHill ≥ 2, un Scatchard curviligne ainsi
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que les données d’inhibition (Riah et al., 2000). De plus, la mécamylamine inhibe la liaison

sur la p40 avec une affinité IC50 ≤ µM. Enfin, la libération de la dopamine désensibilise lors

de l’augmentation de la concentration de la cotinine (Fig. 29). Aux fortes concentrations, les

antagonistes peuvent inhiber l’interaction de la cotinine avec ses récepteurs (p40). Cependant,

la fait que nous obtenons une désensibilisation de la potentialisation, dès les concentrations

100 nM avec les deux antagonistes, sans inhibition de l’effet propre de la cotinine rend cette

hypothèse peut probable. Enfin, une dernière hypothèse serait que les antagonistes inhibent la

capture de la DA et favorisent, par conséquent sa libération. Cette hypothèse semble peu

plausible car d’une part, l’effet rajouté serait de + 40 %. Cette valeur maximale a été estimée

pour la capture de la DA dans le cervelet dans ce schéma expérimental (Fig. 27), or l’effet

rajouté de la potentialisation est de 100 % (Fig. 30). D’autre part, ce mécanisme

n’expliquerait pas l’absence de potentialisation aux fortes concentrations des antagonistes.

Ces considérations favorisent donc, en accord avec nos travaux antérieurs (Riah et al., 1999;

Riah et al., 2000), l’hypothèse de la présence de sites allostériques coopératifs positifs sur les

récepteurs de la cotinine (p40) et sujet à la désensibilisation.

L’interaction de la cotinine avec les nAChRs ou hypothèse H2 a été rapportée dans

d’autres travaux ; qui ont montré que la cotinine stimule la libération de DA dans le striatum

avec un EC50 de 30 µM par un mécanisme Ca2+ dépendant et bloqué par la mécamylamine

(Dwoskin et al., 1999). Cependant, les sous-types de nAChRs impliqués dans la libération de

la DA et de la NA ont une pharmacologie différente et leur composition exacte en sous-unité

reste à déterminer (Clarke and Reuben, 1996). Il serait donc souhaitable d’évaluer en parallèle

les effets de la nicotine et de la cotinine sur la libération de ces neuromédiateurs.
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L’hypothèse H1 a été démontrée par les résultats obtenus dans l’étude présente (Fig.

31). En effet, la libération de la DA dans le striatum par la cotinine 10 nM a été bloquée par

les anticorps dirigés contre les récepteurs de la cotinine (p40). Ces résultats démontrent pour

la première fois, à l’échelle des protéines réceptrices de la cotinine, la possibilité de

modulation de la libération de la dopamine, le neurotransmetteur clé dans la récompense. En

faveur de nos résultats, un pré-traitement par la cotinine (0,5 mg.kg-1) a été rapporté capable

d’inhiber les effets stimulateurs de l’administration de la nicotine et de la cocaïne sur la

libération de dopamine (Sziraki et al., 1999). En faveur également de ces résultats, le

traitement à la cotinine est capable de down réguler son récepteur de haute affinité (p40) avec

un EC50 inférieur à 0,5 mg.kg-1 (Chapitre III).

En résumé, ces résultats constituent une suite de nos travaux antérieurs sur le rôle de la

cotinine et de la p40 dans la récompense (Chapitre III) et nécessaire pour comprendre le rôle

du système cotinine-p40 dans la peroxydation lipidique (Chapitre V-C ; Riah et al., 2002). En

accord avec les interactions de la dopamine et le stress (Piazza and Le Moal, 1996; Soto-

Otero et al., 2002) et son rôle spécifique dans la récompense (Robinson and Berridge, 1993;

Uhl et al., 1996) et dans les maladies de la dégénération neuronale (Riobo et al., 2002), ces

résultats suggèrent un rôle très important pour le système cotinine-p40 dans les processus

physiologiques et / ou physiopathologiques et du métabolite de la nicotine, la cotinine

(endogènes et / ou exogènes) dans le renforcement de l’attitude addiction.
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ABSTRACT Drinking behavior is sustained by the activity of the reward system. The present study was

conducted to evaluate effects of the administration in drinking water of nicotine, cotinine or their mixture

on drinking behavior in mice. The alkaloids were made fresh in water solution in the evening and

volumes of solution consumed in a set of three experiments were compared to those of water-control

groups. When drugs were presented as the only source of drinking for 14 days, nicotine (1N to 4N)

produced hypodipsia, cotinine (10C to 40C) was inactive, but its presence potentiated nicotine effects.

Then animals were shifted to choose between water and drug (two sources), with daily exchange of place

of water and drug solution for 18 days. The analysis of consumption in the habitual (CHab) and novel

(CNov) context showed no reduction of overall water intake, nicotine aversion and cotinine reinforcement

in the CHab and aversion in the CNov. Nicotine aversion did not desensitize, while both effects of

cotinine did. After this period, nicotine-treated groups were shifted to choose between water and cotinine

10C and cotinine-treated groups to choose between water and nicotine 1N for two days with drug

presented in the CNov. Results showed that cotinine reinforcement was sensitized dose-dependent, while

nicotine aversion was inhibited dose-dependent. In another set of experiments, groups of mice were

administered overnight nicotine (1N) or cotinine (0,01C or 0,1 C) followed by one-week withdrawal

(water ad libitum) and again overnight administration of 5-fold higher doses (x5). Animals were then

allowed to choose between water, nicotine or cotinine, each one in a bottle (three sources), with periodical

dilution of drug by 3 each 14-18 days, starting in period one (P1) from the same dose (namely, N=C) to

reach P4 (initial dose divide by 27). Results showed no reduction of overall water intake, nicotine

aversion in all three groups, while cotinine aversion was not present in the 0,01Cx5 group and potentiated

at P2 in the 0,1Cx5 group. These results show that alkaloids affect differently reward, as a flexible

approache toward fitness benefits, in agreement with their relative toxicity. Cotinine effects should be

mediated throught receptors prompt to desensitization within the nucleus-accumbens dopamine system,

while those of nicotine through robust receptors within other dopamine systems like the nigro-striatal

continuum. Finally, these systems should be structured for fitness benefits, negative reward system

upstream positive reward one.

Key words Nicotine and cotinine ; drinking behavior ; context and reward ; aversion and reinforcement ;

dopamine pharmacology ; mice.
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RÉSUMÉ Le comportement d’abreuvage est soutenu par l’activation du système de la récompense.

L’étude présente a été conduite pour évaluer l’effet de l’administration dans l’eau de boisson de la

nicotine et de la cotinine sur le comportement d’abreuvage chez la souris. Les alcaloïdes ont été mis en

solution fraîche tous les soirs dans l’eau de boisson et les volumes consommés dans trois séries

d’expériences ont été comparés à ceux des groupes contrôles eau. Lorsque les alcaloïdes ont été présentés

comme source unique de boisson pendant 14 jours, la nicotine (1N à 4N) a produit une hypodipsia, la

cotinine (10C à 40C) était inactive, mais sa présence a potentialisé les effets de la nicotine. Les animaux

ont ensuite été shiftés pour choisir entre l’alcaloïde et l’eau (deux sources) avec inversion quotidienne des

positions de l’eau et de l’alcaloïde pendant 18 jours. L’analyse des consommations dans le contexte

habituel (CHab) et nouveau (CNov) a montré une absence de réduction du volume total des solutions,

l’aversion de la nicotine et le renforcement de la cotinine dans le CHab et son aversion dans le CNov.

L’effet aversif de la nicotine ne désensibilise pas, alors que les deux effets de la cotinine désensibilisent.

Après cette période, les groupes prétraités à la nicotine ont été shiftés pour choisir entre l’eau et une seule

dose de cotinine (10C) et les groupes prétraités à la cotinine une seule dose de nicotine (1N) pendant deux

jours et les alcaloïdes présentés dans le CNov. Les résultats montrent que le renforcement de la cotinine

est sensibilisé de manière dose dépendante, alors l’aversion de la nicotine est inhibée de manière dose

dépendante. Dans une autre série d’expériences, des groupes de souris ont été administrés une nuit la

nicotine (1N) ou la cotinine (0,01C ou 0,1 C), suivie d’une semaine de retrait (eau ad libitum) puis une

nuit d’administration de doses 5 fois supérieures (x5). Les animaux devaient ensuite choisir entre l’eau, la

nicotine ou la cotinine chacun dans son biberon (trois biberons) avec une dilution périodique des

alcaloïdes par 3 tous les 14-18 jours, en partant de la période 1 (P1) de la même concentration (soit N=C)

jusqu’à atteindre la période P4 (dose initiale divisée par 27). Les résultats ont montré une absence de

réduction du volume total de solution, l’aversion de la nicotine dans les trois groupes, alors que l’aversion

de la cotinine n’était pas présente dans le groupe 0,01Cx5 et a été potentialisée à P2 dans le groupe

0,1Cx5. Ces résultats montrent que les alcaloïdes affectent différemment la récompense, une approche
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flexible vers la performance vitale, en accord avec leur toxicité relative. Les effets de la cotinine seraient

médiés par des récepteurs prompts à la désensibilisation au sein du système dopaminergique du nucleus

accumbens, alors que ceux de la nicotine par des récepteurs robustes au sein d’autres systèmes

dopaminergiques comme le nigro striatal continuum. Enfin, ces systèmes seraient structurés pour la

performance vitale, ceux des renforcements négatifs en amont de ceux des renforcements positifs.

Mots clés Nicotine et cotinine ; Comportement ; Boire ; Contexte et récompense ; Renforcement positif et

négatif ; Dopamine ; Nucleus accumbens ; Nigro striatal continuum ; Souris.
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INTRODUCTION

L’administration de la nicotine par différentes voies chez l’animal est utile dans la recherche des

mécanismes de la dépendance et le criblage des activités proposées dans l’aide au sevrage tabagique. Ces

modèles sont peu nombreux (Pietila and Ahtee, 2000) et le plus souvent la nicotine a été administrée par

voie parentérale en injection sous-cutanée (SC) ou intra-péritoine (IP) (Clarke, 1987). Une voie

parentérale récente consiste à implanter SC des mini-pompes osmotiques ou réservoirs qui délivrent la

nicotine chez le rat ou la souris (Murrin et al., 1987). L’administration de la fumée de tabac (Wager-Srdar

et al., 1984) permet surtout d’évaluer les effets du tabagisme passif. La nicotine a aussi été administrée

par voie orale dans l’eau de boisson ou dans un nutriment liquide (Murrin et al., 1987). Par voie orale, la

nicotine a été administrée par force ou dans un schéma expérimental induisant la polydipsie, c’est-à-dire

un contrôle sur le poids de l’animal vers la baisse qui permet d’associer la nourriture à l‘augmentation de

la quantité d’eau ingérée (Lang et al., 1977).

Le plus souvent, la nicotine a été présentée ad libitum dans l’eau de boisson (Naquira and Arqueros,

1978; Rowell et al., 1983; Kita et al., 1985; Yamanaka et al., 1985; Murrin et al., 1987; Yamanaka et al.,

1987; Qiu et al., 1992; Pietila et al., 1995; Wong and Ogle, 1995; Pietila et al., 1996; Pietila et al., 1998;

Gaddnas et al., 2000; Pietila and Ahtee, 2000; Eliakim et al., 2002). Dans ces conditions, les animaux

réduisent leur consommation de solution c’est-à-dire que la nicotine produit une hypodipsia qui a été

expliquée par une aversion liée à son goût désagréable (Taste Aversion TA) (Naquira and Arqueros,

1978; Murrin et al., 1987; Le Houezec et al., 1989) ou à ses effets antidiuretiques (Mansner and Mattila,

1975). Cependant, même par injection parentérale la nicotine produit comme le chlorure de lithium, une

aversion à la saccharine (Etscorn et al., 1986). De plus, l’intensité des effets aversifs de la nicotine a été

corrélée à l’intensité de son effet toxique de crise (Robinson et al., 1996). L’acidité gastro-intestinale peut

aussi réduire son absorption et favoriser sa dégradation, limitant ainsi ses actions

psychopharmacologiques (Balfour, 1980; Le Houezec et al., 1989). Dans l’eau de boisson, l’augmentation

graduelle des doses de nicotine a montré que son administration dans l’eau de boisson affecte le
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métabolisme de la dopamine, permet son transport dans le cerveau (Pietila et al., 1995), induit la tolérance

(Pietila et al., 1996), module ses récepteurs et ses effets sur la motricité (Pietila et al., 1998). C’est donc

un modèle valable pour étudier les effets de la nicotine (Gaddnas et al., 2000; Pietila and Ahtee, 2000).

Cependant, à l’exception de son administration dans un nutriment liquide (Halladay et al., 1999), la

nicotine ad libitum produit une hypodipsia (Naquira and Arqueros, 1978; Rowell et al., 1983; Kita et al.,

1985; Yamanaka et al., 1985; Murrin et al., 1987; Yamanaka et al., 1987; Qiu et al., 1992; Pietila et al.,

1995; Wong and Ogle, 1995; Pietila et al., 1996; Pietila et al., 1998; Gaddnas et al., 2000; Pietila and

Ahtee, 2000; Eliakim et al., 2002). L’origine de l’hypodipsia de la nicotine a été interprétée dans la

présente étude à la lumière des concepts actuels et des effets de son principal dérivé, la cotinine.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les effets de l’administration de la nicotine et de la cotinine ont été étudiés chez la souris Mus musculus

naive à tout traitement avant l’expérimentation. Les animaux avaient un accès ad libitum à la nourriture

standard commercial (Rat A04) et au biberon d’eau. Les protocoles expérimentaux, impliquant les

animaux, étaient en accord avec les directives du Guide de la Protection et de l’Usage des Animaux de

Laboratoire. Ils ont été approuvés par le Comité Usage et Protection des Animaux de Laboratoire de

l’Université Paul Sabatier. Les alcaloïdes ont été mis en solution fraîche tous les soirs dans l’eau de

boisson et présentés ad libitum comme seule source d’eau (imposé) ou en parallèle avec une source d’eau

(choix double) pendant 14 jours, puis présentés pendant 18 jours avec inversion de la position de la

solution de l’alcaloïde et de l’eau tous les soirs (contexte habituel et nouveau). Enfin, pendant 2 jours, les

doses de nicotine ont été remplacées par une seule dose de cotinine et vice-versa (substitution) dans le

contexte nouveau. D’autres groupes ont dû choisir directement entre l’eau, la cotinine et la nicotine (trois

sources) de plus, les alcaloïdes ont été dilués progressivement (choix multiple). Dans tous les cas, des

groupes eau contrôles imposé, double et multiple ont été inclus. La consommation des solutions a été
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mesurée avec des éprouvettes équipées d’une tétine, le volume total a été obtenu par addition des volumes

sur chaque position. Celui-ci a été calculé en proportion (ou en %) du volume total.

Les données ont été analysées suivant les cas par le test de l’hypothèse nulle et/ou l’analyse de

variance (ANOVA). La normalité a été estimée par le test E/S de David et l’égalité des variances par le

test Simax
2/Σ (Si2) de Cochran. Les comparaisons ont été faites par le test de Scheffé.

RÉSULTATS

A- 1- Considérations méthodologiques

 Les animaux ont consommé les solutions de nicotine (N, 2N et 4N), de cotinine (10C, 20C et 40C) ou les

mélanges des deux alcaloïdes (N + 10C; 2N + 10C; 4N + 10C et 4N + 40C) comme seule source de

boisson pendant 14 jours. Durant cette période est appelée pré-test ou de conditionnement. L’analyse de

variance à deux voies sans réplication (bloc : Jour x Traitement) montre un effet très significatif du

traitement (F10,130 = 36 ; P ≤ 9.10-33) et des jours (F13,130 = 25 ; P ≤ 2,9.10-29) avec une périodicité de 2-3

jours sur la consommation. Les animaux ont eu ensuite le choix entre la consommation d’eau et la

solution d’alcaloïde (deux biberons par groupe). De plus, la position des deux biberons est inversée

quotidiennement. Durant cette période, appelée test, une analyse de variance identique sur les volumes

additionnés des deux biberons montre un effet très significatif du traitement (F10,160 = 22,97 ; p = 3.10-26)

et une accentuation de l’effet jour (F16,160 = 69,46 ; P ≤ 3.10-63) avec une période de 2-3 jours (Fig. 32).

Enfin, les doses de nicotine ont été remplacées par une seule dose de cotinine et vice-versa pendant deux

jours appelés période de substitution (Fig. 32).

La périodicité observée peut avoir les origines suivantes :

A- 1- a- Artefact. Lié au changement de la litière, variation de l’hygrométrie ou autre. Cependant,
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l’animalerie est aux normes, de plus on ne la retrouve pas pour tous les groupes et elle a été accentuée lors

du test.

A- 1- b- Physiologie. Liée aux inductions et adaptations des systèmes de détoxication et des récepteurs.

A- 1- c- Apprentissage. Nous avons comparé la consommation d’eau de deux groupes de 10 animaux. Le

premier a eu un accès direct à deux biberons d’eau. Le deuxième groupe a eu un pré-test de 4 sessions

(nuits) avec changement de la position du biberon eau entre les deux positions avant d’accéder à deux

biberon d’eau. Nous avons appliqué le test de l’hypothèse nulle (δ = 0) pour comparer la différence

moyenne (Dm) de la consommation d’eau sur les deux positions pendant 14 jours. Les résultats montrent

que le groupe qui a eu le pré-test consomme sur les deux positions de manière équivalente, sa Dm = 0,07

est proche de 0 (P ≤ 20%), alors que le groupe qui a accédé directement à deux sources d’eau continue de

consommer davantage sur le biberon en position habituelle, sa Dm = 0,26 est moins proche de 0 (P ≤

80%). Ce résultat montre que l’apprentissage améliore la performance des animaux pour consommer sur

les deux position.
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Figure 32. Évolution du volume total des solutions (en ml) consommés par groupe de 10 souris au

cours (en jours) du pré-test (phase I), du test (phase II) et du test de substitution (phase III). La

nicotine, la cotinine et leurs mélanges ont été administrés dans l’eau de boisson ad libitum chez la souris

comme seule source d’eau 14 jours (phase I), puis avec la possibilité de choisir entre l’eau et l’alcaloïde

(Phase II) et enfin les doses de nicotine ont été substituées par une seule dose de cotinine et vice-versa

(Phase III). Pendant la phase II, nous avons inversé quotidiennement la position de l’eau et de l’alcaloïde

de manière a créer un contexte de nouveauté.

Remarquez la périodicité en phase I et son accentuation en phase II.

Abréviations, N (nicotine) = C (cotinine) en mg/ml.

Conclusion 1 Nous retiendrons que la consommation de solution peut-être affectée par les alcaloïdes et

l’apprentissage.
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A- 2- Consommation des solutions

A- 2- a- La nicotine peut stimuler la consommation des solutions. La nicotine inhibe sa consommation

dans le pré-test, elle est donc aversive (Fig. 33 haut). Au contraire, elle stimule la consommation totale

dans le test, elle ne produit donc pas d’hypodipsia (Fig. 33 bas).

A- 2- b- La cotinine n’a pas d’effet sur la consommation des solutions. La cotinine à des

concentrations 10 fois supérieures à celles de la nicotine n’a pas d’effet significatif sur la consommation

de solutions dans le pré-test et le test (Fig. 33).

A- 2- c- La cotinine module les effets de la nicotine sur la consommation des solutions. La présence

de cotinine renforce visiblement les effets aversifs de la nicotine dans le pré-test (Fig. 33 haut) et

significativement les effets stimulateurs de la nicotine sur la consommation dans le test (Fig. 33 bas).

Certains mélanges sont virtuellement inactifs (Fig. 33 bas). Dans les mélanges, l’augmentation de la

concentration de l’un des deux alcaloïdes produit un effet linéaire dans le pré-test (Fig. 33 haut) et non

linéaire dans le test (Fig. 33 bas).

Conclusion 2 Nous retiendrons que la disparition de l’effet inhibiteur de la nicotine sur la consommation

en phase II indique que son hypodipsia en phase I ne serait pas lié à son activité antidiuretique. L’absence

d’effet de la cotinine en phase I et II ne permet pas d’exclure qu’elle est active, puisque sa présence

renforce les effets de la nicotine de manière linéaire en phase I et de manière non linéaire en phase II.
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Figure 33. Absence d’effet hypodipsia de la nicotine chez la souris et potentialisation des effets de la

nicotine par la cotinine.

Les souris ont été traitées comme décrit dans la légende de la Figure 32. Les valeurs, mL/groupe de 10

individus, représentent la moyenne ± SEm (erreur à la moyenne).

Remarquez l’inhibition significative de la consommation par la nicotine en phase I (imposé) et la

stimulation de la consommation totale en phase II (choix).

Remarquez la potentialisation significative des effets de la nicotine par la cotinine.

Remarquez l’effet dose dépendant pour les mélanges en phase I et son absence en phase II.



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT DE LA

NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

A- CROSS TALK ENTRE LES MECANISMES DE LA RECOMPENSE DE LA NICOTINE ET DE LA

COTININE CHEZ LA SOURIS

 A- 3- La consommation de solution est-elle un test de type CPP (conditioned-place preference) ?

Pour tenir compte de l’effet position, nous appèlerons position H (habituelle) la position où l’alcaloïde a

été initialement présenté aux animaux durant les 14 jours du pré-test par opposition à la position N

(nouvelle) où les animaux n’ont jamais rencontré l’alcaloïde durant le pré-test. La consommation sur

chaque position en phase II a été exprimée en proportion (ou en %) de la consommation sommée sur les

deux positions. Les lois de la probabilité voudraient que nos valeurs varient de 0 à 1, et la valeur 0,5

correspond donc à une consommation identique sur les deux positions. L’alcaloïde qui augmente la

consommation au-dessus de 0,5 sera renforçateur, celui qui baisse la consommation au-dessous de 0,5

sera aversif. L’analyse de variance de la consommation en position H (bloc : Jour x Traitement) montre

un effet très significatif (F15,120 = 75; P ≤ 2.10-53) du traitement et l’absence d’un effet jour (F8,120 = 1,41; P

≤ 0,2). En position N, l’analyse de variance montre un effet très significatif (F15,120 = 59; P ≤ 5.10-48) du

traitement et la présence d’un effet jour au seuil de la signification (F8,120 = 2,03; P ≤ 0, 048). La présence

d’un effet Jour uniquement en position N démontre la contribution de l’apprentissage à la consommation

des solutions.

A- 3- a- Effets CPP de la cotinine et désensibilisation. La cotinine dans l’eau de boisson affecte la

consommation suivant la position H ou N (Fig. 34). En position H, la cotinine est un renforçateur alors

qu’en position N, elle est un aversif. Les deux effets de la cotinine désensibilisent aux fortes doses (Fig.

34).

 A- 3- b- Effets CPP de la nicotine et absence de désensibilisation et d’influence de la cotinine. La

nicotine seule ou en présence de cotinine dans l’eau de boisson est un aversif aussi bien dans la position H

que N  (Fig. 35). L’absence d’influence de la cotinine montre que les effets de la nicotine sont dominants.

Les effets de la nicotine ne désensibilisent pas (Fig. 35).
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Figure 34. Effet CPP de la cotinine et sa désensibilisation. La consommation a été décomposée suivant

la position N et H et exprimée en proportion de la consommation totale (N + H). Les valeurs du contrôle

averti (ayant appris à consommer sur les deux positions, voir § A-1 c-) sont présentées sur la Fig. 35.

Les valeurs représentent la moyenne ± SEm (erreur à la moyenne) des volumes consommés sur une

période de 18 jours. L’eau et la cotinine sont présentées dans des biberons et la consommation sur un

biberon est exprimée par rapport à la consommation sommée sur les deux biberons suivant la position

habituelle ou nouvelle et analysée par ANOVA.

Valeurs des contrôles : En H, naïf 0,66 ± 0,03 ; averti (ayant appris) 0,53 ± 0,03.

 En N, naïf 0,34 ± 0,03 ; averti (ayant appris) 0,47 ± 0,03.

***, très significatif par rapport au contrôle averti. Scheffé.
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Figure 35. Effets CPP de la nicotine et absence de désensibilisation et d’influence de la cotinine. La

consommation a été décomposée suivant la position H et N et les valeurs en H et N des contrôles sont

indiquées dans la légende de la Fig. 34.

Les valeurs représentent la moyenne ± SEm de la consommation de la nicotine seule ou en présence de

cotinine comme indiquée dans la légende de la Fig. 34.

***, très significatif par rapprot au contrôle averti. Scheffé.

Conclusion 3 Nous retiendrons que la décomposition de la consommation suivant la position H et N

montre que la nicotine et la cotinine dans l’eau de boisson affecte la valeur de la récompense de l’eau

d’une manière CPP (conditoned place preference). La cotinine est un renforçateur positif en H et négatif

en N et ses effets désensibilisent. La nicotine est un renforçateur négatif en H, en N, seule et en présence

de cotinine. Ses effets augmentent et ne désensibilisent pas.

A- 4- Généralisation nous avons considéré les situations suivantes :

A- 4- a- La position initiale et l’accès directe à deux sources n’influencent pas l’acquisition des

effets CPP de la cotinine. Nous avons reproduit l’expérience avec la dose active de cotinine (soit 0,1C)
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qui produit des effets opposés (Fig. 34), et avec un accès direct à deux sources de solution (phase II) sans

inversion des positions de l’alcaloïde et de l’eau pendant 14 jours, puis avec inversion de la position de

l’alcaloïde et l’eau pendant 18 jours. Dans cette expérience, l’alcaloïde est placé dans la position ou les

animaux n’ont jamais rencontré le biberon d’eau. L’analyse de variance à deux voies sans réplication.

(bloc : Jour x Traitement) des volumes journaliers consommés par groupe de 10 souris sur chacune des

deux positions montre un effet très significatif du traitement (F8,104 = 101; P ≤ 1,6.10-45) et l’absence de

l’effet jour (F13,104 = 0,65; P ≥ 0,80). La disparition de l’effet jour confirme que l’apprentissage de la

consommation intervient significativement lors des augmentations des doses. Les résultats obtenus

montrent que les effets renforçateur en H et aversif en N de la cotinine se développent indépendamment

 du fait que l’accès soit d’emblée double et que la cotinine soit présentée dans une position jamais utilisée

(Fig. 36).

Figure 36. Constance des effets renforçateurs positifs et négatifs de la cotinine. Les valeurs

comparent la consommation en N et H décomposée comme décrit dans la légende de la Fig. 34 de deux

groupes de 10 souris prétraités 14 jours par la cotinine imposée ou au choix d’emblée sans inversion des

positions. De plus, la cotinine au choix est présentée dans la position où les animaux n’ont jamais

rencontré le biberon d’eau. ***, très significatif par rapport au contrôle averti. Scheffé.

Remarquez l’absence de différence significative entre les deux groupes.
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A- 4- b- Indépendance des effets CPP des alcaloïdes : potentialisation et réversion. Nous avons

utilisé d’emblée 3 choix avec une solution d’eau dans la position habituelle, une solution de cotinine 1C

et de nicotine 1N. Les trois solutions sont présentées à trois groupes de 10 animaux et un groupe avec

trois solutions d’eau sert de contrôle de la consommation sur chacune des trois positions. Les groupes ont

été prétraités à deux occasion par l’administration une nuit de la cotinine (0,01C ou 0,1C) ou de la

nicotine (N), suivie d’une semaine sans traitement et l’eau disponible puis à nouveau, nous avons

administré 5 fois la concentration initiale, soit 0,05C, 0,5C et 5N, une nuit. Les groupes ont eu ensuite un

accès direct aux trois solutions (eau, nicotine 1N et de cotinine 1C) sans inversion des positions, mais

avec une dilution des solutions par 3 à chaque période de 14 jours (périodes P1 à P4). Les consommations

sur chaque position ont été exprimées en % de la consommation totale et soumises à une analyse de

variance à deux voies sans réplication. Les résultats de l’analyse de variance (bloc : Jour x Position)

montre un effet significatif (F3,28 = 5,65; P ≤ 8,7.10-3) de la position et l’absence d’un effet jour (F14,28 =

0,037; P ≤ 1).

A- 4- b- 1- Absence d’hypodipsia l’analyse de variance (bloc Jour x Traitement) montre un effet très

significatif sur la consommation d’eau (F12,98 = 38; P ≤ 2.10-31). Les trois groupes consomment plus d’eau

que le contrôle dès P1. Le groupe 0,05C se distingue des autres dès P3 par une baisse de la consommation

d’eau (Fig. 37).

A- 4- b- 2 Maintient de l’aversion de la nicotine l’analyse de variance (bloc : Jour x Traitement) montre

un effet très significatif sur la consommation de nicotine (F12,98 = 26; P ≤ 5.10-25). Les trois groupes

montrent une aversion pour la nicotine (Fig. 38), le groupe 0,5C montre dès P3 une aversion plus

importante pour la nicotine sans se distinguer significativement des autres (Fig. 38).
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Figure 37. Absence d’effet hypodipsia dans le choix multiple. Les groupes ont été différenciés par

prétraitement à deux occasions : une administration une nuit de la cotinine (0,01C ou 0,1C) ou de la

nicotine (N) suivie d’une semaine de retrait (l’eau ad libitum), puis administration de 5 fois la

concentration initiale, soit 0,05C, 0,5C et 5N, une nuit. Les groupes ont eu ensuite un accès direct aux

trois solutions (eau, nicotine 1N et de cotinine 1C) sans inversion des positions, mais avec une dilution

des solutions par 3 à chaque période de 14 jours (périodes P1 à P4). La consommation a été décomposée

suivant la position eau E, nicotine N et cotinine C et exprimée en proportion de la consommation totale

(E+N+C) et soumises à une analyse de variance à deux voies sans réplication. Les valeurs représentent la

moyenne ± SEm (erreur à la moyenne) au cours des périodes P1 à P4 de dilution des alcaloïdes.

*, P ≤ 0,05 ; ***, très significatif par rapport au contrôle. Scheffé.

La valeur du contrôle est 0,47 ± 0,01.

Abréviations : N, nicotine ; C, cotinine dose relative (µg.mL-1) ; O/N une nuit (overnignt).

P1 à P4, périodes successives de dilution des alcaloïdes par 3.
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Figure 38. Maintient du renforcement négatif de la nicotine dans le choix multiple. Même légende

que Fig. 37.

*, P ≤ 0,05 ; ***, très significatif par rapport au contrôle. Scheffé.

La valeur du contrôle est 0,27 ± 0,01.

Figure 39. Réversion et potentialisation du renforcement négatif de la cotinine. Même légende que

Fig. 37.

≠, P ≤ 0,05 ; £, P ≤ 0,01, $, très significatif par rapport au contrôle. Scheffé.

La valeur du contrôle est 0,27 ± 0,02.



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT DE LA

NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

A- CROSS TALK ENTRE LES MECANISMES DE LA RECOMPENSE DE LA NICOTINE ET DE LA

COTININE CHEZ LA SOURIS

A- 4- b- 3 Réversion et potentialisation des effets aversifs de la cotinine. L’analyse de variance (bloc :

Jour x Traitement) montre un effet très significatif sur la consommation de cotinine (F12,97 = 17; P ≤ 9.10-

19). La comparaison des groupes (Fig. 39) montre une aversion pour la cotinine significative dans le

groupe N, une aversion dans le groupe 0,5C, qui devient significative dès P2 et une absence d’aversion

dans le groupe 0,05C (Fig. 39). Ainsi, l’aversion de la cotinine est modulable par un prétraitement

pharmacologique.

Conclusion 4 Nous retiendrons que le renforcement positif et négatif de la cotinine se développe

indépendamment de l’accès multiple (direct ou non) et de la position initiale (déjà utilisée ou non). La

manipulation pharmacologique peut inhiber le renforcement négatif de la cotinine. Le renforcement est

potentialisé par la dilution. Dans les mêmes conditions, le renforcement négatif de la nicotine n’est pas

affecté.

A- 5- Cross talk entre les effets renforçateurs de la nicotine et de la cotinine. En phase II, nous

avons montré une aversion en position N pour la cotinine (Fig. 34) et la nicotine (Fig. 35). En phase III,

nous avons substitué les doses (1N-4N) de nicotine avec une seule dose de cotinine (C10) et vice-versa en

position N pendant deux jours (Fig. 32). Les résultats obtenus ne montrent, au seuil de Scheffé, aucun

effet hypodipsia durant les deux jours de substitution (Fig. 40). Au contraire, le pré-traitement par la

nicotine stimule très significativement, et de manière dose dépendante, la consommation de la cotinine

qui passe du renforcement négatif au renforcement positif (Fig. 41). Le pré-traitement par la cotinine

stimule la consommation de la nicotine de manière saturable, mais ne transforme pas son renforcement

négatif en renforcement positif (Fig. 41). Le pré-traitement par les mélanges croissants n’a pas d’effet sur

consommation du mélange le plus faible, le renforcement négatif est maintenue (Fig. 41).
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Conclusion 5 Nous retiendrons que le pré-traitement par la cotinine inhibe le renforcement négatif de la

nicotine, alors que le pré-traitement par la nicotine transforme le renforcement négatif de la cotinine en

renforcement positif. Ces résultats démontrent que les mécanismes du renforcement négatif et positif,

bien que dissociables, communiquent ente eux (cross talk) et sont modulables par la manipulation

pharmacologique. La nicotine ne produit que le renforcement négatif alors que la cotinine peut produire le

renforcement positif et négatif.

Figure 40. La substitution ne produit pas d’effet hypodipsia. La consommation d’eau et des alcaloïdes

a été sommée (imposé) comme décrit dans la légende de la Fig. 32. Les valeurs représentent la moyenne

± SEm (erreur à la moyenne) de la consommation totale (eau + alcaloïde) pendant deux jours de

substitution. Le biberon d’eau et la solution d’alcaloïde ont été présentés en position H et N,

respectivement.

Remarquez que la consommation totale n’est pas significativement différente du contrôle au seuil de

Scheffé. Les valeurs du t sont données à titre d’indication.

Remarquez la tendance à l’augmentation de la consommation totale surtout dans les groupes prétraités à

la nicotine et 10C.
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Figure 41. Le prétraitement par la nicotine transforme totalement le renforcement négatif de la

cotinine en N en renforcement positif alors que l’inverse n’est pas totalement vrai. La consommation

a été décomposée suivant la position H et N et exprimée en % de la consommation totale (H+N) comme

décrit dans la légende de la Fig. 34. Les valeurs representent la moyenne ± SEm (erreur à la moyenne) des

volumes consommés des alcaloïdes en position N sur deux jours de substitution (groupes traités) et 9

jours (groupes contrôles).

**, P < 0,01; ***, très significatif par rapport au contrôle. Scheffé.

Remarquez la conversion dose dépendante du renforcement négatif de la cotinine en renforcement positif.

Remarquez l’inhibition dose dépendante du renforcement négatif de la nicotine
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DISCUSSION

D’un côté, la consommation d’eau (Yoshida et al., 1992; Young et al., 1992) et de nourriture (Yoshida et

al., 1992) augmente la libération de la dopamine dans le système meso-limbique. Cependant, à

l’exception de son administration dans un nutriment liquide (Halladay et al., 1999), la nicotine dans l’eau

de boisson ad libitum produit une hypodipsia c’est-à-dire inhibe la consommation (Naquira and Arqueros,

1978; Rowell et al., 1983; Kita et al., 1985; Yamanaka et al., 1985; Murrin et al., 1987; Yamanaka et al.,

1987; Qiu et al., 1992; Pietila et al., 1995; Wong and Ogle, 1995; Pietila et al., 1996; Pietila et al., 1998;

Gaddnas et al., 2000; Pietila and Ahtee, 2000; Eliakim et al., 2002). De l’autre côté, l’administration de la

nicotine dans l’eau de boisson est un modèle expérimental valable pour étudier ses effets (Gaddnas et al.,

2000; Pietila and Ahtee, 2000). Dans ce modèle d’étude, la nicotine passe dans le cerveau et affecte le

métabolisme de la dopamine (Pietila et al., 1995). Elle induit la tolérance (Pietila et al., 1996), module ses

récepteurs et affecte la motricité (Pietila et al., 1998). L’hypodipsia étant incompatible avec le

renforcement positif de la nicotine dans l’addiction tabagique, elle a été interprétée par son goût

désagréable (Naquira and Arqueros, 1978; Murrin et al., 1987; Le Houezec et al., 1989) ou par son effet

antidiurétique (Mansner and Mattila, 1975).

Dans la phase I de la présente étude, nous arrivons à la même conclusion (Fig. 33 ; Imposé).

Cependant, l’inclusion de la cotinine dans l’essai nous a permis d’observer d’une part une légère

stimulation de la consommation à 10C et surtout une potentialisation de l’aversion de la nicotine dans les

mélanges (Fig. 33 ; Imposé). Ces résultats d’une part et la détection d’un effet Jours très significatif sur la

consommation (Fig. 32 ; Phase I) d’autre part ne pouvaient pas être interprétés sur la seule base d’un effet

aversion liée au goût ou antidiuretique de la nicotine. Ces résultats permettent de postuler que l’essai avec

une seule source de solution n’est pas suffisant pour connaître les mécanismes régulateurs des

comportements d’abreuvage et l’activité de la cotinine. Ils imposent de considérer la consommation

comme un phénomène comportemental d’apprentissage quotidien de la consommation des doses des



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT DE LA

NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

A- CROSS TALK ENTRE LES MECANISMES DE LA RECOMPENSE DE LA NICOTINE ET DE LA

COTININE CHEZ LA SOURIS

alcaloïdes. Pour tester ces hypothèses, nous avons donné aux animaux le choix entre l’eau et les solutions

des alcaloïdes (Fig. 33 ; Choix). De plus, pour la même raison d’apprentissage nous avons échangé

quotidiennement les positions de l’alcaloïde et de l’eau en Phase II (Fig. 33 ; Choix). Les résultats

obtenus montrent, en accord avec l’hypothèse de l’apprentissage, une forte accentuation de l’effet Jour

(Fig. 32 ; Phase II) et la disparition de l’effet hypodipsia de la nicotine (Fig. 33 ; Choix). Ces résultats

démontrent que l’effet hypodipsia de la nicotine en Phase I n’est pas lié à un effet antidiurétique

puisqu’en Phase II, elle stimule significativement la consommation totale lorsqu’elle est seule ou en

présence de cotinine dans les mélanges (Fig. 33 ; Choix). Ces résultats montrent que la consommation de

solution est affectée par les doses des alcaloïdes et l’apprentissage. L’absence d’effet de la cotinine en

Phase I et II ne permet pas d’exclure qu’elle est active, puisque sa présence renforce les effets de la

nicotine de manière linéaire en Phase I et de manière non linéaire en Phase II (Fig. 33). Nous avons donc

décidé de décomposer la consommation de la Phase II suivant la position H (habituelle) et N (nouvelle)

comme dans un test de conditionnement de type place préférence (CPP). Dans cette analyse, l’effet Jour a

totalement disparu en H et a persisté au seuil de la signification (P ≤ 0,048) en N. Ces résultats confirment

que l’effet Jour est bien lié à l’apprentissage de la consommation des doses des alcaloïdes. Sa disparition

en H montre que les animaux ont déjà appris à consommer ces doses dans cette position et sa persistance

en N montre que dans cette position, l’apprentissage de la consommation de ces doses n’est pas loin

d’être achevé. D’autre part, nous avons confirmé la contribution de l’apprentissage à la consommation de

deux manières. Dans un premier temps, nous avons montré, par le test de l’hypothèse nulle, que la

consommation d’eau est légèrement affectée par l’apprentissage (voir §A.1.c). Dans un second temps,

nous avons annulé l’effet Jour lorsque nous avons restreint l’analyse a une seule dose de cotinine (Fig.

36) ou nicotine (non montré). Cette analyse montre que la nicotine et la cotinine dans l’eau de boisson

affectent différemment le renforcement de la consommation des solutions. La nicotine est aversive en H

et N (Fig. 35) et la cotinine est un renforçateur en H et un aversif en N (Fig. 34). De plus, les effets de la

cotinine désensibilisent d’une manière dose dépendante et ceux de la nicotine ne désensibilisent pas.
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D’autre part, les effets renforçateurs et aversifs de la cotinine se développent indépendamment de la

position initiale déjà utilisée ou non par l’animal pour s’abreuver (Fig. 36). De plus, l’effet aversif de la

nicotine et de la cotinine peut être obtenu même lorsque l’accès au choix multiple est direct (Fig. 37-39).

Plus précisément, l’effet aversif de la cotinine peut être annulé (Fig. 39 ; groupe 0,01Cx5) ou potentialisé

LTP (long term potentiation) lors des dilutions (Fig. 39 ; groupe 0,1Cx5) par une courte manipulation

pharmacologique. La manipulation pharmacologique de longue durée (Fig. 41) induit l’effet renforçateur

de la cotinine et inhibe l’effet aversif de la nicotine. Ces résultats démontrent un inter-play (ou cross-talk

c'est-à-dire un lien croisé) entre les effets de la nicotine et de la cotinine sur les mécanismes de la

récompense. Ils sont en accord avec les mécanismes de renforcement (Berridge, 1996) et le rôle de la

dopamine (Berridge and Robinson, 1998) et du système meso-accumbens (Ikemoto and Panksepp, 1999)

dans la théorie de la récompense. Ces théories permettent de proposer que les renforcements négatifs de la

nicotine et positifs de la cotinine sont des approches flexibles vers la performance vitale (Ikemoto and

Panksepp, 1999) en accord avec leur toxicité relative (Riah et al., 1999). Les effets de la cotinine sur la

libération de dopamine passent par des récepteurs dans le système dopaminergique du meso-accumbens et

sont prompts à la désensibilisation, alors que ceux de la nicotine passent par des récepteurs robustes à la

désensibilisation (Clarke and Reuben, 1996) dans d’autres systèmes comme le système dopaminergique

robuste nigro-striatal continuum (Ikemoto and Panksepp, 1999). Dans l’ensemble, les effets de ces

alcaloïdes traduisent une approche flexible pour éviter la toxicité (Ikemoto and Panksepp, 1999). De plus,

dans le contexte habituel (H) les taux de dopamine du meso-accumbens sont bas (Ikemoto and Panksepp,

1999) et supportent une stimulation par la cotinine (Fig. 34). Au contraire dans le contexte de nouveauté

(N) les taux sont haut (Rebec et al., 1997; Ikemoto and Panksepp, 1999) et ne supportent pas une

stimulation par la cotinine (Fig. 34). Cependant, comme l’administration de la cotinine down régule ses

récepteurs (Chapitre III et VC), ses effets sont atténués de sorte que les animaux se dirigent vers une

dérégulation de l’homéostasie de la dopamine (hédoniste) et pénètrent dans la spirale de détresse du cycle

des addictions (Koob and Le Moal, 1997) (cette thèse ; Fig. 60-61). Les effets de la nicotine sont
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insensibles au contexte de nouveauté (Fig. 36). Ces résultats indiquent que son action aversive passe par

d’autres structures rigides comme le système dopaminergique robuste nigro-striatal continuum plutôt que

par le système meso-accumbens qui est sensible à la nouveauté (Rebec et al., 1997; Ikemoto and

Panksepp, 1999). Nos résultats montrent qu’un traitement à la nicotine sensibilise totalement l’effet

renforçateur positif de la cotinine (Fig. 41) et de l’autre côté, qu’un traitement à la cotinine inhibe

totalement l’effet renforçateur négatif (aversion) de la nicotine (Fig. 41). Ces résultats sont en accord avec

le fait que les effets positifs et négatifs des renforçateurs bien que dissociables, sont inter-modulables

(Berridge, 1996). Ils démontrent que pour une performance vitale maximale, l’homéostasie de la

dopamine intègre l’ensemble des informations émanant des différentes régions cérébrales (Koob and Le

Moal, 1997). Enfin, nos résultats montrent que les mélanges testés sont toujours aversifs (Fig. 41). Ces

résultats suggèrent, pour la même raison de performance vitale, que ces mécanismes sont structurés de

manière à ce que les mécanismes du renforcement négatif (évitement ou aversion) soient dominants par

rapport aux mécanismes du renforcement positif (hédonisme ou plaisir) comme illustré ci-dessous (Fig.

42).
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Figure 42. Modèle conceptuel illustrant les unités majeures impliquées dans les réponses consommatoires

et les processus d’attribution en relation avec les stimulants environnementaux selon Ikemoto et Panksepp

(Ikemoto and Panksepp, 1999). L’aversion de la nicotine est illustrée par son activation de l’efférent

émanant des centres (processus) d’évaluation de la consommation. Celui n’est pas actif dans le modèle

original.
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ABSTRACT

Drugs affecting pain perception and motor activity are generally addictive. In the present

study, we have compared spinal pain perception, weight gain and open-field activity, after short

discontinuous, continuous and long-term continuous alkaloid administration ad libitum in

drinking water. We have compared effects of nicotine, cotinine and some of their mixtures when

presented in the sole source of drinking (imposed access) or in presence of a second source of

water (choice access). Other groups were administered overnight, tail-flick was measured in the

morning and animals withdrawn for one-week prior to evaluation of the open-field activity

(withdrawal 1). Certain of these groups were administered again overnight with 5-fold increment

of initials doses (repeat) and tail-flick and pen-field measured as before (withdrawal 2).

Overnight administration of nicotine (0,4N-1N) or cotinine (0,01C-1C) produced significant

but weak analgesia, which increased in the case of nicotine with both doses and repeat, while it

increased with repeat instead of doses of cotinine. Under continuous administration, cotinine

stimulated weight gain, nicotine had no effect, however cotinine potentialized nicotine-induced

inhibition of weight gain in a manner that showed no linearity regarding doses in mixtures or

treatment duration. At one week of continuous administration, nicotine stimulated motor-emotion

(ME), motor (M), distal-exploration (ED) and inhibited proximal-exploration (EP). Under the

same conditions, cotinine administration at doses equivalent to tenth nicotine had no effects.

Nicotine withdrawal 1 inhibited ME and stimulated M. Nicotine withdrawal 2 stimulated ME

and withdrawal 1 and 2 stimulated anxiety (AT). Cotinine withdrawal 1 and 2 from doses

equivalent to hundredth nicotine, stimulated anxiety. Cotinine withdrawal 1 stimulated M while

withdrawal 2 inhibited M. Increasing doses (to 4N for nicotine and 40C for cotinine) and

treatment duration showed anxiolytic actions for both drugs. There was desensitization of

nicotine effects on M and ME, when administered alone, and on ED and EP, when administered

with cotinine in mixtures. Under the same conditions, cotinine showed biphasic actions on ME,

with inhibition at doses lower than 10C and stimulation at higher doses.

As a conclusion, the administration in drinking water is a useful model to study the effects of

the alkaloids and their withdrawal. The modulations seen in mixtures-treated mice suggest that
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cotinine had affected nicotine biodisposition. The activation of motor and anxiety responses in

withdrawal-treated mice suggests that both alkaloids are addictive.

We propose that cotinine, at doses equivalent to tenth and hundredth nicotine, affects

dopamine and opioide systems.

Key words nicotine and cotinine; drinking water; sensitization and desensitization; open-field

activity; pain perception; weight gain; mice.
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RÉSUMÉ

Les drogues affectant la perception de la douleur et la motricité sont généralement addictives.

Dans l’étude présente, nous avons comparé la perception de la douleur d’origine spinale, la prise

de poids et l’activité openfield après administration courte continue ou discontinue, et après

administration prolongée continue des alcaloïdes ad libitum dans l’eau de boisson. Nous avons

comparé l’effet de la nicotine, de la cotinine et certains de leurs mélanges lorsqu’ils ont été

présentés dans la seule source d’eau (accès imposé) ou en présence d’une autre source d’eau

(accès au choix). D’autres groupes ont été traités une nuit, l’analgésie mesurée le lendemain et

les alcaloïdes retirés pendant une semaine avant l’évaluation de l’activité openfield (retrait 1).

Parmi ces groupes, certains ont été traités à nouveau une nuit avec augmentation par 5 de la dose

initiale (répétition), l’analgésie et l’activité openfield ont été mesurées comme décrit ci-dessus

(Retrait 2).

L’administration une nuit de la nicotine (0,4N-1N) ou de la cotinine (0,01C-1C) a produit

une analgésie significative mais faible qui a augmenté, dans le cas de la nicotine, avec la dose et

la répétition alors qu’elle a augmenté avec la répétition plutôt que la dose de cotinine. En

administration continue, la cotinine a stimulé la prise de poids, l’effet de la nicotine n’atteint pas

le seuil de signification cependant, la cotinine a potentialisé l’effet inhibiteur de la nicotine sur la

prise de poids d’une manière non linéaire par rapport à la dose dans les mélanges et à la durée

du traitement. À une semaine d’administration continue, la nicotine a stimulé l’activité motrice

émotionnelle (ME), motrice (M) et l’exploration distale (ED) et déprime l’exploration proximale

(EP). Dans les mêmes conditions, l’administration de la cotinine au dixième de la nicotine

n’affecte aucun paramètre. Le retrait 1 de la nicotine déprime ME et stimule M et le retrait 2

stimule ME et les deux retraits stimulent l’anxiété (AT). Le retrait 1 et 2 de la cotinine au

centième de la nicotine stimule l’anxiété. Le retrait 1 stimule M et le retrait 2 inhibe M.

L’augmentation des doses (jusqu’à 4N pour la nicotine et 40C pour la cotinine) et de la durée

du traitement a montré l’activité anxiolytique des deux alcaloïdes. Il y’a eu une désensibilisation

des effets de la nicotine sur ME et M lorsqu’elle a été administrée seule et sur ED et EP

lorsqu’elle a été administrée avec la cotinine dans les mélanges. Dans les mêmes conditions, la



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT
DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

B- MODULATION DE LA PERCEPTION DE LA DOULEUR, DU GAIN DE POIDS ET
DE L’ACTIVITE OPENFIELD

cotinine a montré un effet biphasique sur ME avec une inhibition aux doses inférieures à 10C et

une stimulation aux doses au-dessus.

En conclusion, l’administration dans l’eau de boisson est un modèle utile pour étudier les

effets de l’administration et du retrait des alcaloïdes. Les modulations observées chez les traités

par les mélanges suggèrent un effet de la cotinine sur la biodiposition de la nicotine. L’activation

des réponses motrices et d’anxiété chez les animaux traités par le retrait suggère que les deux

alcaloïdes produisent une addiction.

Nous pouvons conclure que la cotinine, aux doses équivalentes au dixième et centième de la

nicotine, affecte les systèmes de la dopamine et des opioides.

Mots clés Nicotine et cotinine ; eau de boisson ; sensibilisation et désensibilisation ; activité

openfield ; perception de la peine ; prise de poids ; souris.
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INTRODUCTION

Beaucoup de travaux ont suggéré que la nicotine est responsable de la production de la

dépendance tabagique (Goldberg et al., 1983; Stolerman and Shoaib, 1991; Stolerman and

Jarvis, 1995), puisqu’elle peut maintenir le comportement de quête de la drogue dans les

procédures d’auto-administration et de place préférence chez les animaux de laboratoire

(Armitage et al., 1968; Henningfield and Goldberg, 1983; Stolerman and Shoaib, 1991), et altère

le seuil de l’auto-stimulation intracrâniale (ICSS) (Pradhan and Bowling, 1971; Clarke and

Kumar, 1984; Montgomery and Grottick, 1999). De plus, ses propriétés de discrimination du

stimulus ont été établies et ont été bloquées ou réduites par les antagonistes nicotiniques

centraux (Brioni et al., 1997). Les études avec la nicotine et d’autres substances de dépendance

suggèrent que l’action des drogues sur la dopamine du mésolimbe est au centre des effets sur la

récompense (Clarke, 1990; Koob, 1992). Cependant, au contraire des autres drogues, l’effet

renforçateur de la nicotine est tributaire d’environnements restreints (Henningfield and

Goldberg, 1983; Sannerud et al., 1994). Le renforcement de l’auto administration par la nicotine

(Donny et al., 1998; Shoaib and Stolerman, 1999) est bien plus limité (Cox et al., 1984;

Corrigall et al., 1992) que pour les autres classes de drogues (Corrigall and Coen, 1989; Koob

and Weiss, 1992; Woolverton, 1992). La nicotine renforce plus efficacement l’auto-

administration lorsqu’elle est programmée en second ordre dans un intervalle fixe (Risner et al.,

1985; Risner et al., 1988). Dans le test de place préférence conditionnée (CPP), l’effet

renforçateur de la nicotine est faible (Clarke and Fibiger, 1987) ou n’est observé qu’après un

certain nombre d’administration avant le test (Shoaib et al., 1994). Il est inhibé par

l’administration d’un antagoniste du monoxyde d’azote (NO) (Martin and Itzhak, 2000).

Lorsque la cotinine a été évaluée en parallèle avec la nicotine dans les tests comportementaux,

elle a produit une analgésie (Erenmemisoglu and Tekol, 1994), l’effet inverse de la nicotine dans

les tests FI-FR (fixed interval-fixed ratio) (Risner et al., 1985; Goldberg et al., 1989) et une

absence d’activité dans le test d’émotinalité plus-maze (Brioni et al., 1993). Cependant, les

antagonistes de CRF (corticotropin-releasing factor) (Heinrichs et al., 1992) et de la nNOS
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(neuronale nitric oxide synhase) (Reddy and Kulkarni, 1998) inhibent l’émotionalité plus-maze.

Cependant, cette réponse dépend fortement des états du stress initial (Pokk and Vali, 2002).

L’administration de la nicotine dans l’eau de boisson a permis de montrer que c’est un

modèle valable pour étudier les effets de la nicotine (Pietila et al., 1995; Pietila et al., 1998;

Gaddnas et al., 2000; Pietila and Ahtee, 2000). Cependant, la cotinine n’a jamais été incluse pour

la comparaison (Naquira and Arqueros, 1978; Rowell et al., 1983; Kita et al., 1985; Yamanaka et

al., 1985; Murrin et al., 1987; Yamanaka et al., 1987; Qiu et al., 1992; Pietila et al., 1995; Wong

and Ogle, 1995; Pietila et al., 1996; Pietila et al., 1998; Halladay et al., 1999; Gaddnas et al.,

2000; Pietila and Ahtee, 2000; Eliakim et al., 2002). C’est à ce besoin que nous tenterons de

répondre, du moins en partie, dans cette étude comparative des effets de la nicotine et de la

cotinine dans l’eau de boisson sur la perception de la douleur spinale, la prise de poids et

l’activité openfield chez la souris.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les effets de l’administration de la nicotine et de la cotinine ont été étudiés chez la souris

Mus musculus. Les protocoles expérimentaux, impliquant les animaux, étaient en accord avec les

directives du Guide de la Protection et de l’Usage des Animaux de Laboratoire. Ils ont été

approuvés par le Comité Usage et Protection des Animaux de Laboratoire de l’Université Paul

Sabatier. Les alcaloïdes ont été mis en solution fraîche tous les soirs dans l’eau de boisson et

présentés ad libitum comme seule source d’eau (accès imposé) ou en présence d’une seconde

source d’eau (accès choix). L’eau sert de contrôle aux effets des alcaloïdes. La croissance

pondérale a été suivie par pesée tous les 3-4 jours et constitue par conséquent une habituation

des animaux aux stress de la manipulation par l’expérimentateur, préalable à la mesure de

l’activité openfield. L’activité openfield a été mesurée dans un champ ouvert de 60 cm de

diamètre, sur un fond blanc marqué de case pour comptabiliser les déplacements. Toutes les

observations ont été effectuées entre 9 et 13 heures dans une salle d’expérimentation calme et

jamais visitée par les animaux avant l’expérimentation. Chaque animal a été déposé au centre du
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champ et retiré au bout de 3 min. Certains groupes ont été évalués à deux reprises séparées par

un intervalle de temps d’une semaine. Les effets sur le déplacement dans le centre du champ

mesure les effets moteur-émotionnels (ME). Dans la périphérie du champ les effets moteurs

(M). Le nombre de redressement sur les pattes postérieures sans appui sur la paroi l’exploration

distale (Rearing ED). Le nombre de redressement avec appui sur la paroi l’exploration

proximale (EP). Les effets sur les réactions de toilettes (AT) et les défécations (AE) mesurent

l’anxiété. Les effets sur l’analgésie d’origine spinale ont été mesurés par le test du retrait de la

queue (Dambisya and Lee, 1996; Sora et al., 1997) sur un appareil ‘’tail-flick’’ APPELEX

(FRANCE). Les données ont été analysées suivant les cas par le test de l’hypothèse nulle et ou

l’analyse de variance (ANOVA). La normalité a été estimée par le test E/S de David et l’égalité

des variances par le test Simax
2/Σ (Si2) de Cochran. Les comparaisons ont été faites par le test de

Scheffé.

RÉSULTATS

B- I- EFFETS SUR L’ANALGÉSIE SPINALE

B- I- 1- Considérations méthodologiques. La mesure en elle-même a été dupliquée pour

chaque individu des groupes constitués au hasard par un deuxième passage dans l’ordre initial

dans l’appareil APPELEX. L’analyse de variance (blocs : Groupe x Duplication) montrent un

effet très significatif du traitement (F13,126 = 12,43 ; P ≤ 4,27.10-17), du groupe (F6,126 = 24,48 ; P

≤ 4,45.10-19) et aucun effet significatif lié à la duplication de la mesure (F1,126 = 2,56 ; P ≤ 0,12)

et l’absence d’interactions (F6,126 = 2,03 ; P ≤ 7.10-2). La moyenne des deux mesures a été

utilisée pour établir le temps de retrait de la queue.

B- I- 2- Analgésie spinale. L’effet sur l’analgésique spinale de la nicotine et de la cotinine a

été jugé par le test de l’hypothèse nulle ‘’δ = 0’’ et une analyse de variance (ANOVA).
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Test de ‘’δ = 0’’. La différence individuelle (D = temps après traitement - temps avant

traitement) a été calculée et sa moyenne Dm comparée à 0 pour chacun des groupes. Une valeur

Dm significativement supérieure à 0 indique un effet analgésique (Tableau XII) :

Les groupes eau ; 0,4N ; 0,01C et 0,4C ne sont pas analgésiés.

Les groupes N ; Nx5 ; 0,01Cx5 ; 0,1C ; 0,1Cx5 et C sont analgésiés (en rouge).

L’effet de la cotinine est saturable dès 0,1C.

Une répétition avec augmentation des doses par 5 (x5) augmente double l’analgésie.

Tableau XII. Effet de l’administration ad libitum de la nicotine et de la cotinine dans l’eau

comme seule source de boisson sur l’analgésie spinale : saturation des effets de la cotinine.

Groupes Eau 0,4N N Nx5 0,01C 0,01Cx5 0,1C 0,4C 0,4Cx5 C
Dm 0,19 0,21 0,37 0,64 0,22 0,58 0,55 0,36 0,72 0,39
Sd 0,23 0,12 0,17 0,22 0,17 0,13 0,22 0,18 0,28 0,18
t 0,83 1,72 2,11 2,83 1,31 4,40 2,48 2,00 2,53 2,102
p(t) 0.8 0.2 0,05 0,02 0.2 0,001 0,05 0.10 0,05 0,05
Remarquez l’analgésie plus importante avec 0,01Cx5 que 0,4C.

ANOVA L’analyse de variance confirme un effet très significatif (F11,108 = 13,45, P ≤ 8.10-16)

du traitement sur l’analgésie (Fig. 43).
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Figure 43. Effets de l’administration de la nicotine et de la cotinine dans l’eau de boisson sur

l’analgésie spinale : saturation des effets de la cotinine.

Remarquez l’augmentation de l’analgésie de la nicotine par la répétition et l’augmentation de la

dose. Remarquez l’augmentation de l’analgésie de la cotinine par la répétition plutôt que par

l’augmentation de la dose.

Conclusion 6 Nous retiendrons que l’administration des alcaloïdes dans l’eau de boisson

produit une certaine analgésie. Celle-ci augmente pour la nicotine N et sa répétition Nx5, alors

que pour la cotinine, elle augmente plus efficacement avec la répétition des faibles doses

0,01Cx5 qu’avec l’augmentation des doses.

B- II- EFFETS SUR LA PRISE DE POIDS

B- II- 1- Administration et retrait. Nous avons considéré la moyenne de la différence de

pesée individuelle ou du groupe.

Retrait. Les variances sont homogènes et la normalité est limite pour le groupe 0,01C (P ≤ 0,05)

et N (P ≤ 0,05). L’analyse de variance montre un effet significatif du retrait (F3,41 = 4,66 ; P ≤

7.10-3) sur la prise de poids (Fig. 44 A).
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Administration. Les variances sont homogènes, la normalité acceptable (une source) et limite

pour 0,1C (P ≤ 0,05 ; deux sources). L’analyse de variance ne montre aucun effet significatif du

traitement (F5,54 = 1,2 ; P ≤ 0,32), du groupes (F2,54 = 0,57 ; P ≤ 0,57), de l’accès 1 / 2 sources

(F1,54 = 2,67 ; P ≤ 0,11) et des interactions (F2,54 = 1,09 ; P ≤ 0,34) sur la prise de poids (Fig. 44

B). Cependant, l’effet accès est proche de la signification, nous avons comparé les moyennes

chez le contrôle qui montre un effet significatif (P ≤ 0,05 ; S = 2) lié à l’accès.

Figure 44. Effet du retrait et absence d’effet de l’administration continue de la nicotine et de la

cotinine dans l’eau de boisson sur la prise de poids. Les animaux ont été présentés en continu

des solutions d’alcaloïde dans l’eau de boisson comme seule source d’eau (imposé) ou avec

une autre source d’eau (choix). D’autres groupes ont été traités une nuit et l’alcaloide retiré une

semaine (eau ad libitum) puis traités une seconde nuit avec augmentation des doses par 5 et

l’alcaloïde retiré. Les animaux ont été pesés à une semaine d’intervalle et les différences de

pesée ont été analysées par ANOVA.  

Remarquez que le retrait des deux doses de cotinine atteint le seuil de signification de Scheffé.

Remarquez la faible prise de poids par le contrôle en accès choix.

Remarquez la régulation de la prise de poids par la nicotine et la cotinine en accès choix.

B- II- 2- Evolution de la prise de poids (Fig. 45). À l’inclusion, les variances sont

homogènes et la normalité admise. L’examen d’ensemble des données en fonction de la date de

pesée et des traitements montre une variance homogène. À l’inclusion, les groupes ont un poids

homogène (F9,90 = 1,55 ; P, NS). L’analyse de variance montre un effet très significatif de la date

de pesée (F11,1080 = 194 ; P, TS) et des traitements (F9,1080 = 19,98 ; P, TS). Les interactions ne

sont pas significatives (F99,1080 = 0,32 ; P, NS). L’effet sur la croissance pondérale entre J1 et J2

paraît plus important que sur l’ensemble de l’essai.
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Figure 45. Évolution de la croissance pondérale au cours de l’administration chronique des

alcaloïdes dans l’eau de boisson. Les animaux ont été traités comme décrit dans la légende de la

Fig. 25 et leur poids suivi par pesée tous les 2-3 jours. Les données ont été traitées comme décrit

dans le texte.

Remarquez la singularité de l’évolution et le groupe 2N+10C.

À J2. L’analyse de variance montre un effet significatif du traitement (F9,90 = 2,168 ; P ≤ 0,03),

les groupes cotinine ont pris plus de poids que les groupes mélanges.

À J8. Les différences s’estompent et aucun traitement individuel ou collectif n’affecte

significativement la prise de poids.

À J14. On retrouve à nouveau une différence entre les groupes cotinine seule et les groupes

mélanges. Cependant, la différence est moins forte (P ≤ 0,05) qu’à J2 (P ≤ 0,001). Les autres

différences n’ont pas atteint le seuil de signification de Scheffé. Le groupe mélange 2N+10C

montre la moindre prise de poids à J14 (t = 2,16) et à J2 (t = 1,73).

B- II- 3- Effet à la fin du traitement. L’ANOVA montre un effet significatif du traitement sur

la prise de poids en fin de traitement (F10,96 = 2,552; P ≤ 0,01). Au seuil de la PPDS (S :1,985),

le groupe 20C a pris significativement plus de poids que le groupe 2N+10C et le groupe

2N+10C à pris moins de poids que le reste des groupes (Fig. 46 A).
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Figure 46. Modélisation de l’effet des alcaloïdes sur la prise de poids. Le poids en fin de

traitement a été analysé par ANOVA. Remarquez que le shift vers une consommation au choix

(Fig. 46 A) ne modifie pas la tendance des effets lors de la consommation imposée (Fig. 45).

Pour rendre compte avec précision de l’évolution pondérale au cours de l’ensemble de l’essai,

une modélisation linéaire a été réalisée sans prendre en compte le jour 1 pour obtenir un meilleur

ajustement comme décrit dans le texte. L’effet n’atteint la signification que pour les mélanges et

entre nicotine et cotinine comme indiqué en insert de la Fig. 46 B.

B- II- 4- Modélisation de la prise de poids. Pour les dix animaux, les taux de croissance

(pentes ou coefficients de régression) sont tous significatifs (Tableau XIII). Une comparaison

multiple des dix pentes conduit au rejet de l’hypothèse d’égalité (P ≤ 10-4). La valeur mise en

cause est celle du groupe 2N+10C qui a pris le moins de poids (Fig. 46 A). L’élimination de ce

groupe conduit à l’égalité des pentes c’est-à-dire que les droites ajustées sont parallèles

confondues ou distinctes. Une analyse de covariance est alors réalisée sans le groupe 2N+10C

pour savoir si les pentes sont confondues ou distinctes. L’analyse montre que les droites ne sont
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pas confondues, c’est-à-dire que l’ordonnée à l’origine ajustée à la pente moyenne ou encore la

valeur moyenne des poids totaux des dix animaux de chaque groupe entre J2 et la fin de l’essai

diffèrent significativement. Ce sont ces moyennes que nous avons comparé au lieu de

l’ordonnée à l’origine sans grand intérêt (Fig. 46 B).

Tableau XIII. Taux de croissance * (coefficients de régression ou pente) des groupes.

Groupe b (g/j) sb t p(t)

eau 2,59 0,1151 22,47 4.10-9

10C 2,57 0,0702 36,55 5.10-10

20C 2,85 0,1288 22,11 4.10-9

40C 2,60 0,1032 25,17 2.10-9

N 2,61 0,1719 15,17 2.10-7

2N 3,02 0,1215 24,87 2.10-9

4N 2,86 0,1506 19,02 2.10-8

N+10C 2,67 0,1395 19,125 2.10-8

2N+10C 1,95 0,2068 9,41 6.10-6

4N+10C 2,90 0,1603 18,06 3.10-8

*, le taux de croissance individuel s’obtient en divisant par 10.

Conclusion 7  Nous retiendrons que le 2ème retrait de la cotinine inhibe la prise de poids alors

que l’administration en continu des alcaloïdes n’a pas d’effet. Cependant, les mélanges inhibent

la prise de poids. Cette potentialisation n’est linéaire ni par rapport à la dose ni par rapport au

temps.

B- III- EFFETS SUR L’ACTIVITÉ OPENFIELD

B- III- 1- Administration et retrait. Nous avons analysé les effets sur l’activité openfield à

une semaine. Nous avons administré en continue avec une et deux source de solution (eau et
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alcaloïde) ou effectué un premier retrait des alcaloïdes, l’eau étant disponible à volonté (Retrait

1). Nous avons également effectué un second retrait des alcaloides après avoir augmenté les

doses par 5 (retrait 2). Dans ce dernier cas, le retrait 1 sert de ligne de base. Nous avons donc

considéré soit l’activité (retrait 1) soit la différence moyenne d’activité (Dm) openfield entre

deux sessions (administration continue et retrait 2).

L’analyse descriptive montre que :

Retrait 2. La variance est homogène et la normalité est limite à P ≤ 0,05 pour le groupe Eau (ED

et AT), N (AE), 0,01C (ME) et 0,1C (ED et AE).

Administration imposée. La variance est hétérogène pour le groupe N à P ≤ 0,05 (ED) et P ≤

0,01 (AE). La normalité est limite à P ≤ 0,05 pour le groupe eau (ED et AT) et N (AE).

Administration choix. La variance est hétérogène à P ≤ 0,01 pour le groupe Eau (AT) et N

(ED). La normalité est limite à P ≤ 0,05 pour le groupe Eau (M).

L’analyse de variance (ANOVA) a été réalisée, elle montre :

Retrait 1. Nous avons analysé les effets du retrait des doses de nicotine (0,4N et N) et de

cotinine (0,01C ; 0,1C ; 4C et C) à une semaine après une nuit d’administration avec une seule

source.

Motricité émotionnelle ME. Les conditions de normalité et d’homogénéité des variances sont

remplies. Un effet significatif du traitement mais faible (F6,70 = 2,82 ; P ≤ 0,05). La catégorie

nicotine déprime significativement (P ≤ 0,05) ME contre la combinaison (Eau + C) (Fig. 47).

Motricité M. Les conditions sont à peu près remplies. Un effet très significatif du traitement

(F6,70 = 11,37 ; P ≤ 10-8). La nicotine (t = 3,5 ; P ≤ 0,01) et la cotinine (t = 3,79 ; P ≤ 0,01)

stimulent la motricité. Les doses de cotinine (0,01C et 0,1C) stimulent (P ≤ 0,001) la motricité,

aucune dose de nicotine n’atteint le seuil de Scheffé (Fig. 48).

Exploration distale (rearing). Les conditions sont remplies. Aucun effet significatif.

Exploration proximale. Les conditions sont à peu près remplies. Aucun effet significatif.
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Figure 47. Modulation de l’activité motrice émotionnelle par l’administration et le retrait des

alcaloïdes. Les solutions d’alcaoïdes ont été présentées comme seule source d’eau (imposé ;

symbôle plein) ou avec une autre source d’eau (choix ; symbôle hachurés). En administration

continue, les animaux avaient un accès continu aux solutions et les activités ont été mesurées au

jour 1 et au jour 7 d’administration. Lors des retraits, les solutions ont été imposées une seule

nuit suivie d’un retrait de 7 jours avant la mesure des activités (retrait 1). Cerains groupes ont été

à nouveau imposés une nuit les solutions d’alcaloïdes avec une augmentation de la dose initiale

par cinq suivie d’un deuxième retrait d’une semaine avant la deuxième mesure (Retrait 2). Nous

avons analysé par ANOVA les activités lors du retrait 1 et la moyenne de la différence d’activité

individuelle (Dm) lors de l’administration continue et du retrait 2. Les comparaisons ont été

réalisées par le test de Scheffé.

Remarquez l’inhibition par le retrait 1 de la nicotine et la stimulation par son retrait 2 et son

administration continue (Scheffé). Les effets de la cotinine n’atteignent pas la signification au

seuil de Scheffé.

Anxiété AT. Les conditions sont assez mal remplies (variances hétérogènes ; P ≤ 0,01 et

normalité non vérifiée pour 0,4N ; 0,01C et 0,4C). L’effet est très significatif F6,70 = 5,83 ; P ≤

6.10-5. La dose C stimule (P ≤ 0,05) l’activité toilettage (Fig. 51).

Anxiété AE. Les conditions sont assez bien remplies. L’effet est très significatif F6,70 = 2,4 ; P ≤

0,04. Aucune catégorie et aucune dose n’a atteint le seuil de signification de Scheffé (S = 3,66),

mais le test de Student-Newman-Keuls conclut à une différence à 5% entre 0,4N et 0,01C.
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Figure 48. Modulation de l’activité motrice par l’administration et le retrait des alcaloïdes. Les

animaux ont été traités comme décrit dans la légende de la Fig. 47. Remarquez la stimulation par

le retrait 1 et l’administration continue de la nicotine (Scheffé).

Remarquez la stimulation par le retrait 1 et la dépression par le retrait 2 de la cotinine.

Administration continue et Retrait 2. Nous avons analysé les effets de l’administration

continue et du retrait 2 à une semaine d’intervalle en considérant les Dm.

 Activité motrice émotionnelle ME. L’ANOVA montre un effet significatif du retrait (F3,41 =

4,35 ; P ≤ 9.10-3), de l’administration (F5,54 = 2,81 ; P ≤ 0,025), des produits (F2,54 = 6,63 ; P ≤

0,003) et l’absence d’effet accès 1 / 2 sources (F1,54 = 0,21 ; P ≤ 0,65) et des interactions (F2,54

= 0,28 ; P ≤ 0,76) (Fig. 47).

Activité motrice M. L’ANOVA montre un effet significatif du retrait 2 (F3,41 = 3,62 ; P ≤ 0,02),

de l’administration (F5,54 = 4,01 ; P ≤ 0,004), des produits (F3,41 = 7,36; P ≤ 0,01) et l’absence

d’effet de l’accès 1 / 2 sources (F1,54 = 0,51 ; P ≤ 0,48) et des interaction (F2,54 = 2,42 ; P ≤ 0,1)

(Fig. 48).

Activité exploration distale ED (rearing). L’ANOVA ne montre pas d’effet significatif du

retrait (F3,41 = 1,06 ; P ≤ 0,4) et de l’administration (F5,54 = 2,15 ; P ≤ 0,07). Elle montre un effet

significatif des produits (F3,41 = 4,18; P ≤ 0,02) et l’absence d’effet de l’accès 1 / 2 sources

(F1,54 = 1,33 ; P ≤ 0,25) et des interaction (F2,54 = 0,53 ; P ≤ 0,59) (Fig. 49).
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 Activité exploration proximale. L’ANOVA ne montre pas d’effet significatif du retrait (F3,41 =

0,4 ; P ≤ 0,8), un effet significatif de l’administration (F5,54 = 2,37 ; P ≤ 0,05), des produits

Figure 49. Modulation de l’activité exploration distale (rearing) par l’administration et le retrait

des alcaloïdes. Les animaux ont été traités comme décrit dans la légende de la Fig. 47.

Remarquez que ni le retrait 1 ni le retrait 2 n’affecte cette activité, alors que l’administration

continue de la nicotine stimule l’activité.

Figure 50. Modulation de l’activité exploration proximale par l’administration et le retrait des

alcaloïdes. Les animaux ont été traités comme décrit dans la légende de la Fig. 47. Remarquez

que ni le retrait 1 ni le retrait 2 n’affecte cette activité, alors que l’administration continue de la

nicotine stimule l’activité.

(F3,41 = 4,58; P ≤ 0,01) et l’absence d’effet de l’accès 1 / 2 sources (F1,54 = 0,41 ; P ≤ 0,52) et des

interaction (F2,54 = 1,15 ; P ≤ 0,33) (Fig. 50).
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Activité anxiété AT et AE. L’ANOVA montre un effet proche de la signification du retrait sur

l’anxiété AT (F3,41 = 2,73 ; P ≤ 0,06) et significatif sur AE (F3,41 = 2,77; P ≤ 0,05). L’effet de

l’administration imposé et choix n’est pas significatif (Fig. 51).

Figure 51. Modulation des paramètres d’anxiété par l’administration et le retrait des alcaloïdes.

Les animaux ont été traités comme décrit dans la légende de la Fig. 47. Remarquez l’évolution

similaire des deux paramètres, leur sensibilité différente aux doses, au retrait 1 et 2 et l’absence

d’effet de l’administration continue.

Conclusion 8 Nous retiendrons que l’administration de nicotine stimule les activités ME, M et

ED et EP et n’affecte pas l’anxiété. Son retrait 1 déprime ME et stimule M. Son retrait 2 stimule

ME. Ses deux retraits stimulent l’anxiété (AT). L’administration de cotinine au 10ème de la

nicotine n’affecte aucun paramètre, son retrait au 100ème stimule l’anxiété. Son retrait 1 stimule,

alors que son retrait 2 déprime M. Ces réponses ont des effets doses, des sensibilités aux

alcaloïdes et des cinétiques de désensibilisation très différentes.
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B- III- 2- Augmentation des doses et des durées de traitement.

Motricité émotionnelle. Généralement les distributions sont normales (groupe Eau est limite) et

les variances homogènes sauf pour le traitement cotinine. L’analyse de variance montre un effet

faible mais significatif (F3,75 = 3,39 ; P ≤ 0,05) de l’administration de cotinine sur l’état moteur

émotion (Fig. 52). En considérant la combinaison des doses 20C et 40C (t = 2,55), la

stimulation de l’effet moteur émotion par la cotinine atteint le seuil de Scheffé (S = 2,5). L’effet

dépressif de 10C est significatif (F1,53 = 4,36 ; P ≤ 0,05) dans un plan d’analyse additionnel à

deux voies avec 3 mesures (F2,53 = 33,3; P ; TS) (1 = 3 min, 2 = 3 min avec répétition à 4 jours

et 3 = 6 min). La cotinine a un effet en deux phases : 10C déprime ME, à plus forte dose, elle

stimule. L’analyse de variance montre un effet significatif des traitements (F7,72 = 3,11 ; P ≤

0,01) et de la nicotine (F3,72 = 6,13; p = 0,01). L’effet de la cotinine et les interactions ne sont

pas significatifs. La nicotine N tend à stimuler l’activité motrice émotionnelle (t = 2,5) cependant,

son influence n’atteint pas le seuil de signification de Scheffé à 5% (S = 2,86). En présence de

cotinine, la nicotine N (t = 3,59) stimule fortement la réponse (S = 3,48 ; P < 0,01). La nicotine

aux fortes concentrations n’a pas d’effet significatif (Fig. 52).

Motricité. Généralement les distributions sont normales (groupe 40C est limite). Les variances

sont homogènes. L’analyse de variance montre un effet significatif (F3,66 = 4,31 ; P ≤ 0,01) de la

cotinine sur l’activité motrice à 40C (t = 2,62 ; P ≤ 0,05) au seuil de Scheffé (S = 2,51) en

combinant 10C et 20C (Fig. 53). L’effet dépressif de 10C est significatif (F1,53 = 8,8 ; P ≤ 0,01)

dans le plan additionnel (F2,53 = 18,99 ; P, TS). La présence de 10C déprime la motricité dans le

test 3 (t = 2,6 ; P ≤ 0,05) et globalement (t = 2,97; P ≤ 0,01). La cotinine a un effet à deux

phases : 10C déprime M, à plus fortes doses, elle stimule. L’analyse de variance montre une

absence d’effet des traitements (F7,72 = 0,78) et de la nicotine (F3,72 = 0,56). L’effet de la

cotinine et les interactions ne sont pas significatifs (F1,72 = 0,1 et F3,72 = 1,23 respectivement)

(Fig. 53).
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Figure 52. Modulation de l’activité motrice émotionnelle par l’administration chronique des

fortes doses des alcaloïdes. Les solutions d’alcaoïdes seuls ou en mélanges ont été présentées

comme seule source d’eau (imposé) 14 jours puis avec une autre source d’eau (choix) 14 jours

avant la mesure des activités. Nous avons analysé par ANOVA une voie les effets de la cotinine

et deux voies les effets de la nicotine seule ou avec la cotinine. Les comparaisons ont été

réalisées par le test de Scheffé. Remarquez la désensibilisation de l’effet de la nicotine sur ME,

l’effet biphasique de la cotinine sur ME et sa potentialisation de l’effet de la faible dose de

nicotine sur ME (Scheffé).

Rearing. Généralement les distributions sont normales (groupe 2N est limite) et les variances

homogènes. L’analyse de variance ne montre pas d’effet significatif (F3,68 = 1,23) de la cotinine

sur l’activité ED même dans le plan d’analyse additionnel. L’effet est significatif (F7,72 = 3,14 ;

P ≤ 0,01) des traitements et de la nicotine (F3,72 = 4,60 ; P ≤ 0,01). Les effets de la cotinine et les

interactions ne sont pas significatifs (F1,72 = 1,56 et F3,72 = 2,21, respectivement) (Fig. 54).



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT
DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

B- MODULATION DE LA PERCEPTION DE LA DOULEUR, DU GAIN DE POIDS ET
DE L’ACTIVITE OPENFIELD

Figure 53. Modulation de l’activité motrice par l’administration chronique des fortes doses des

alcaloïdes. Les anaimaux ont été traités et les données ont été analysées comme décrit dans la

légende de la Fig. 52. Remarquez la désensibilisation des effets de la nicotine sur M, l’effet

biphasique de la cotinine sur M et l’absence d’effet significatif des mélanges (anulation de la

dépression induite par la cotinine 10C).

Figure 54. Modulation de l’activité exploration distale (rearing) par l’administration chronique

des fortes doses des alcaloïdes. Les anaimaux ont été traités et les données ont été analysées

comme décrit dans la légende de la Fig. 52. Remarquez la stimulation du rearing par les fortes

doses de nicotine, l’absence d’effet significatif de la cotinine seule sur le rearing et son

inhibition des effets des fortes doses de nicotine dans les mélanges.

Exploration proximale. Toutes les distributions sont normales et les variances homogènes.

L’analyse de variance ne montre pas d’effet significatif (F3,67 = 1,59) de la cotinine sur l’activité
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EP même dans le plan d’analyse additionnel. L’effet est significatif des traitements (F7,72 = 2,79

; P ≤ 0,05) et une absence d’effet significatif pour la nicotine (F3,72 = 0,85). L’effet de la

cotinine est très significatif (F1,72 = 12,59 ; P, TS) et les interactions ne sont pas significatives et

(F3,72 = 1,46) (Fig. 55).

Figure 55. Modulation de l’activité exploration proximale par l’administration chronique des

fortes doses des alcaloïdes. Les anaimaux ont été traités et les données ont été analysées comme

décrit dans la légende de la Fig. 52.

Remarquez la désensibilisation des effets de la nicotine sur l’exploration proximale, l’effet

biphasique significatif de la cotinine sur l’exploration proximale lorsqu’elle est seule ou en

présence de nicotine dans les mélanges

Anxiété. Pour l’activité activité yoilettage (AT), la distribution est normale sauf pour les groupes

Eau, 10C et 40C et les variances homogènes sauf pour les groupes mélanges. L’analyse de

variance montre un effet significatif (F3,36 = 5,24 ; P ≤ 0,01) de la cotinine sur l’activité AT.

L’effet est significatif des traitements (F7,72 = 4,66 ; P, TS), de la nicotine (F3,72 = 5,41 ; P, TS),

de la cotinine (F1,72 = 8,05 ; P, TS) et des interactions (F3,72 = 2,78 ; P ≤ 0,05) (Fig. 56 haut).

Pour l’activité excrétion (AE), la distribution des groupes Eau, N, 2N, et C est limite pour la

normalité et les variances ne sont pas homogènes. L’analyse de variance ne montre pas d’effet

significatif de la cotinine sur l’activité AE même dans le plan d’analyse additionnel. L’effet des
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traitements (F7,72 = 3,1 ; P, TS), la nicotine (F3,72 = 3,48 ; P ≤ 0,05) et la cotinine (F1,72 = 4,84 ; P

≤ 0,05) est significatif sur l’activité AE. Les interactions ne sont pas significatives (Fig. 56 bas).

Figure 56. Modulation des paramètres d’anxiété par l’administration chronique des fortes

doses des alcaloïdes. Les animaux ont été traités et les données ont été analysées comme décrit

dans la légende de la Fig. 52. Remarquez la réduction des paramètres d’anxiété par la nicotine et

la cotinine lorsqu’elle est seule ou en présence de nicotine dans les mélanges.

Conclusion 9 Nous retiendrons que l’augmentation des doses et ou de la durée du traitement

désensibilise les effets moteurs et emotionnels de la nicotine, ses effets exploratoires

désensibilisent en présence de cotinine. Les effets moteurs et émotionnels de la cotinine sont

biphasiques : elle déprime à ≤ 10C et stimule à ≥ 10C. Les deux alcaloïdes sont constamment

anxiolytiques et montrent des interactions pharmacodynamiques et peut-être

pharmacocinétiques ?
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DISCUSSION

Peu de travaux ont été consacrés aux effets de la conversion de la nicotine en cotinine.

Chez l’homme, la cotinine a été rapportée active pour l’aide au sevrage tabagique (Keenan et

al., 1994) et sur la mémore chez le non-fumeur (Herzig et al., 1998). De plus, l’expression forte

de CYP 2A6, l’enzyme responsable de la conversion de la nicotine en cotinine, est un facteur de

prédiction d’une forte dépendance tabagique (Pianezza et al., 1998). La toxicité de la cotinine est

très faible ou inexistante et ses effets subjectifs et cognitifs (Hatsukami et al., 1997) sont affectés

par la présence de nicotine (Hatsukami et al., 1998). Chez l’animal de laboratoire, l’étude des

effets comportementaux de la cotinine a été limitée à quelques travaux où elle a été administrée

surtout en aigu. À notre connaissance, la cotinine n’a jamais été évaluée dans le modèle

expérimental d’administration dans l’eau de boisson.

Nos résultats sont en accord avec une étude sur l’activité analgésique des deux alcaloïdes

(Erenmemisoglu and Tekol, 1994). Ils montrent qu’ils modulent différemment l’analgésie (Fig.

43), malgré un nombre restreint de doses testées. Ils montrent que l’analgésie de la nicotine

augmente avec les doses et la répétition alors que celle de la cotinine augmente plutôt avec la

répétition qu’avec les doses (Tableau XII ; Fig. 43). Ces résultats suggèrent que l’activité des

deux alcaloïdes passe par des mécanismes différents. La nicotine peut produire une analgésie

par les récepteurs nicotiniques (Marubio and Changeux, 2000) et la cotinine par ses récepteurs

qui sont différents de ceux de la nicotine (Riah et al., 2000). Cette hypothèse est indirectement

supportée par l’effet analgésique du ligand cholinergique oxotrémorine (Pavone et al., 1997;

Machelska et al., 1999; Przewlocka et al., 1999). Ce ligand lie également les deux sites

récepteurs de la cotinine (Riah et al., 2000). Pus intéressant, l’analgésie cholinergique de

l’administration intracérébrale et périphérique de l’oxotrémorine (Machelska et al., 1999) est

augmentée par les inhibiteurs de la NOS (Pavone et al., 1997; Machelska et al., 1999), Ces

résultats suggèrent que la prodution de NO dans la moelle épinière est pronociceptif. De plus,

un inter play entre le système cholinergique et nitriergique semble impliqué dans la modulation

de la nociception de longue durée (Przewlocka et al., 1999). Ces résultats indiquent que la voie
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arginine-NOS-NO module l’analgésie des drogues cholinergiques et que l’administration des

alcaloïdes peut donc moduler l’analgésie.

L’administration continue de doses modérées (Fig. 44 B) et fortes (Fig. 46 B) de cotinine

n’a pas d’effet significatif sur la prise de poids. Cependant, elle potentialise l’effet inhibiteur de

la nicotine sur la prise de poids (Fig. 46 B). De plus, son administration intrapéritonéale stimule

(Riah et al., 1999) alors que son retrait inhibe la prise de poids (Fig. 44 A). Ces résultats

indiquent que la cotinine affecte la prise de poids. Cet effet de la cotinine sur la prise de poids

parallèle d’autres réponses, comme l’activité émotionnelle (Fig. 48 ; 51), le stress (Riah et al.,

1999) et la modulation des récepteurs de la cotinine (Fig. 56-57). Dans l’accès choix, la moindre

prise de poids chez le groupe contrôle (Fig. 44 B) confirme que le contexte de nouveauté crée

une situation d’apprentissage (Fig. 25) capable d’avoir des répércussions sur la réponse prise

de poids. Par ailleurs, le contexte de nouveauté (Rebec et al., 1997), l’apprentissage (Ljungberg

et al., 1992), le stress (Kalivas and Stewart, 1991; Kalivas and Duffy, 1995) et l’émotion

(Bertolucci-D'Angio et al., 1990) stimulent la libération de la dopamine, le régulateur de la

récompense (Chapitre IV). Dans ce contexte, la cotinine régule la prise de poids (Fig. 44 B). Ce

résultat confirme qu’elle module la libération de la dopamine (Chapitre IV). Le mécanisme

impliqué dans la libération de dopamine a été évalué in vivo par microdialyse (Sziraki et al.,

1999) et in vitro par la pharmacologie et l’immunologie (Chapitre IV). In vitro, les résultats

confirment que la cotinine stimule la libération de la dopamine par ses récepteurs spécifiques :

les anticorps dirigés contre ses récepteurs que nous avons isolés par chrommatographie

d’affinité (Riah et al., 2000) bloquent l’effet stimulateur de la cotinine sans altérer la libération

basale de dopamine (Chapitre IV). In vivo, l’administration de 0,5 mg.kg-1 cotinine inhibe les

effets stimulateurs de la nicotine et de la cocaïne sur la libération de dopamine (Sziraki et al.,

1999). L’administration de cette dose (11 IP une semaine) down régule les récepteurs de la

cotinine (Chapitre III). Ces résultats démontrent que les récepteurs de la cotinine (Chapitre III)

du système dopaminergique du mesocorticolimbe (Sziraki et al., 1999) modulent la récompense

de la cotinine, de la nicotine et de la cocaïne. Cependant, la cotinine affecte aussi la peroxydation

lipidique (Chapitre V-C) et vu le lien étroit entre la peroxydation lipidique et la dopamine
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(Sershen et al., 1987; Linert et al., 1999; Kurup and Kurup, 2001; Kumar and Kurup, 2002;

Soto-Otero et al., 2002), nos résultats montrent que la libération de dopamine est l’action prime

des effets centraux de la cotinine, puisque l’étude cinétique montre que la cotinine n’affecte la

peroxydation lipidique qu’au 16ème jour d’administration (Chapitre V-C) alors que ses effets

moteurs (Fig. 51) et sur la dopamine (Sziraki et al., 1999) peuvent apparaître après une seule

administration.

Les effets de la nicotine sur la prise de poids vont eux aussi dépendrent de ces paramètres, du

régime, de la voie d’administration et du génome considéré. Tantôt elle est inactive (Fig. 44 ; 46)

(Rowell et al., 1983), tantôt elle inhibe la prise de poids (Fig. 46 B) (Morgan and Ellison, 1987;

Halladay et al., 1999). Dans les expériences homogènes de la présente étude, les résultats

montrent que l’administration de la nicotine normalise, comme la cotinine (Fig. 44 B) ou n’a pas

d’effet comme la cotinine, (Fig. 46 B) sur la prise de poids. Son retrait après des doses 10-100

fois la cotinine (Fig. 44 A) n’a pas d’effet sur la prise de poids. Ces résultats suggèrent que la

réponse prise de poids est down-régulée, car la nicotine a produit suffisamment de cotinine. La

moindre prise de poids entre le retrait 1 et 2 de la cotinine (Fig. 44 A) est accompagnée par une

dépression motrice significative alors qu’elle n’est pas significative pour la nicotine (Fig. 48).

Ces résultats montrent donc un parallèle entre les effets du retrait 1 et 2 sur la motricité et la

prise de poids. Plus intéressant, le Retrait 1 de la nicotine et de la cotinine produit une

hyperactivité alors que seulement le Retrait 2 de la cotinine déprime l’activité motrice (Fig. 48),

en faveur de l’hypothèse de la down-régulation de certaines réponses suivant les doses initiales

de nicotine. Ces résultats démontrent que suivant la dose, le retrait des alcaloïdes fini par

produire les symptomes de retrait (hyper et hypo activité). L’administration produit des

adaptations, comme le montre l’adptation aux effets de la nicotine et de la cotinine sur tous les

paramètres. Ces résultats sont en accord avec les effets comportementaux opposés des deux

alcaloïdes (Risner et al., 1985; Goldberg et al., 1989) et leurs effets différents sur la récompense

(Fig. 27-28). L’effet des retraits sur la motricité signe, en accord avec le rôle de la dopamine

dans la récompense (Wise, 1996; Berridge and Robinson, 1998; Ikemoto and Panksepp, 1999)

et l’homéostasie hédoniste (Koob and Le Moal, 1997), le développement de la dépendance aux
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alcaloïdes. Cette hypothèse est confortée par l’augmentation constante des réponses d’anxiété

lors des retraits 1 et 2 (Fig. 51). En accord avec l’hypothèse des doses des alcaloïdes,

l’administration de cotinine n’affecte pas l’anxiété dans le test plus maze (Brioni et al., 1993).

Cependant, le NO (Reddy and Kulkarni, 1998) et la corticostérone (Heinrichs et al., 1992) sont

anxiogènes et le stress modifie les fonctions de la voie L-arginine-NOS-NO et les effets

comportementaux des antagonistes NOS (Pokk and Vali, 2002). Ces résultats montrent que

suivant l’état du stress et les doses, les effets anxiolytiques et ou anxiogènes des alcaloïdes vont

ou ne vont pas faire surface.

D’un côté, nous avons trouvé les doses de cotinine pour affecter l’hyperactivité (Fig. 48) et

l’anxiété (Fig. 51) lors de son retrait. De l’autre côté, nous avons trouvé les doses de nicotine

pour affecter l’émotion (Fig. 47), la motricité (Fig. 48) et l’exploration (Fig. 49-50) lors de son

administration. Enfin, nous avons trouvé les doses dans les mélanges pour montrer des

interactions pharmacodynamiques entre ces deux alcaloïdes (Fig. 46 ; 52 ; 54-56).

L’augmentation des doses et de la durée du traitement a révélé surtout l’effet biphasique de la

cotinine, qui déprime puis stimule l’émotion (Fig. 52) et la motricité (Fig. 53), et la

désensibilisation des effets de la nicotine. Cependant, les effets anxiogènes et ou anxiolytiques

sont communs aux deux alcaloïdes et pourrait être lié aux effets sur les espèces réactives de

l’oxygène et ou du nitrogène, donc un stress oxydant, et ou sur la libération de la dopamine

donc aussi bien physiologique et comportementale.

Finalement, l’étude présente a été orientée vers la contribution de la cotinine aux effets de la

nicotine. Pour cela, les doses des alcaloïdes des mélanges et les plans expérimentaux ont été

planifiés de manière à répondre à ce besoin. Les résultats obtenus montrent que la cotinine ne va

pas contribuer aux effets directs de l’administration de la nicotine sauf à certaines doses où les

interactions pharmacodynamiques et pharmacocinétiques sont possibles. Les effets du retrait

indirect de la cotinine sont en accord avec l’hypothèse de l’activation de récepteurs liés aux

mécanismes de la récompense illustrés ci-dessous (Fig. 57).
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Figure 57. Illustration du cerveau de rat, montrant le nucleus accumbens septi du système meso-

corticolimbe (A), ses efférents (B), afférents (C) et les afférent du VTA. Abréviations : AMY,

amygdala ; BST, bed nucleus of striata terminalis ; C, caudate-putamen ; CC, corpus callosum ;

DB, diagonal band of Broca ; DN, dentate nucleus ; DR, dorsal raphe ; ET, Entopeduncular

nucleus ; FC, frontal cortex ; HC, hippocampus ; IC, inferior colliculus ; LH, lateral

hypothalamus ; LPO, lateral preoptic area ; MPR, mesopontine reticular nuclei ; OB, olfactory

bulb ; PAG, periaqueductal gray ; PFC, prefrontal cortex ; PN, parabrachial nucleus ; SC,

superior colliculus ; SI, substantia innominata ; SN, substantia nigra ; TH, thalamus ; VP, ventral

pallidum.
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Tampon 



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT

DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

C- DIT NO À LA COTININE

CHAPITRE V. MÉCANISMES ET EFFETS DE

L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT DE LA NICOTINE ET

DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT

DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

C- DIT NO À LA COTININE

ABSTRACT

Tobacco smoke affect the homeostatic regulation of reactive species of oxygen and nitrogen with

bad consequences on health and economic in the word. In the present study, we have evaluated

effects of nicotine and cotinine administration from drinking water on lipid peroxydation. We

have also evaluated the expression of cotinine receptors, cloning strategy and the contribution of

endothelium to cotinine vasodilatation activity.

The results showed that nicotine and cotinine affect with long-term potentiation and depression

lipid peroxydation. Effects of nicotine should result from its conversion to cotinine and from its

intrinsic pro-oxidant activity, while those of cotinine from regulation of nitrogen reactive species.

Consistent with these results, cotinine vasodilatation activity is partially, while that of

acetylcholine is totally, dependent on endothelium. Cotinine receptors are homologous of

proteins implicated in inflammatory process and paracrine stimulation of cell growth and are

found in tissues and human cell lines of neuronal and non-neuronal type. In rat brain, increase

gradient from anterior to posterior is observed and in cells in culture their expression increase

from day 1 to day 3, then decrease. Cotinine administrations in doses that normalize lipid

peroxydation statues regulate four proteins from which we have cloned two, one unknown and

the other the product of the gene 2,19. The two others should be p40H, which is down regulated

by cotinine administration, and p40L, which is resistant to cotinine administration.

We propose that cotinine affect, through p40, nitrogen and oxygen reactive species statues.

Key Words: nicotine and cotinine; lipid peroxydation; expression and cloning of cotinine

receptors; vasodilatation; reactive species of oxygen and nitrogen.
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RÉSUMÉ

Le tabagisme affecte l’homéostasie des espèces réactives de l’oxygène et de l’azote avec des

conséquences lourdes sur la santé et l’économie mondiale. Dans la présente étude, nous avons

évalué les effets de l’administration dans l’eau de boisson de la nicotine et de la cotinine sur la

peroxydation lipidique. Nous avons également évalué l’expression des récepteurs de la cotinine,

les stratégies de clonage et la contribution de l’endothélium à l’activité vasodilatatrice de la

cotinine.

Les résultats obtenus montrent que la nicotine et la cotinine affectent la peroxydation lipidique

avec potentialisation et dépression à long terme. Les effets de la nicotine seraient liés à sa

conversion en cotinine et à son activité pro-oxydante intrinsèque, alors que ceux de la cotinine à

la régulation des espèces réactives du nitrogène. En accord avec ces résultats, l’activité

vasodilatatrice de la cotinine est partiellement, alors que celle de l’acétylcholine est totalement,

dépendante de l’endothélium. Les récepteurs de la cotinine sont homologues de protéines

impliquées dans l’inflammation et la stimulation paracrine de la croissance cellulaire et sont

exprimés dans les tissus et cellules humaines de type neuronales et non neuronales. Dans le

cerveau de rat, un gradient antéro-postérieur croissant est observé et dans les cellules en culture,

leur expression augmente de J1 à J3 de culture puis baisse. L’administration de la cotinine aux

doses qui normalisent le statut de la peroxydation lipidique, régule 4 protéines dont nous avons

cloné deux, l’une inconnue et l’autre le produit du gène 2,19. Les deux autres protéines seraient

la p40H, down régulée par l’administration de la cotinine, et la p40L, résistante à

l’administration de la cotinine. Nous proposons que la cotinine affecte, via la p40, le statut des

espèces réactives de l’oxygene et du nitrogène.

Mots Clés : nicotine et cotinine ; peroxydation lipidique ; expression et clonage des récepteurs

de la cotinine ; vasodilatation ; espèces réactives de l’oxygène et du nitrogène.
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INTRODUCTION

La cigarette a été identifiée comme le seul plus important facteur de l’athérosclérose

périphérique et de l’anomalie de la relaxation des veines, des artères et de l’aorte (Chalon et al.,

2000). Les maladies cardiaques sont la cause principale de la mort aux USA (Van Gilder et al.,

1997) et les pays développés (Orth et al., 2001). La combustion du tabac produit environ mille

composés chimiques dans la phase gaz et particule de la fumée, qui ont des effets aigus ou

chroniques sur le système cardiovasculaire (Su et al., 1998). Le challenge serait d’identifier

lequel composé est pathologique et de caractériser son action. Parmi ces composés, la nicotine a

été la plus étudiée en raison de son rôle dans la dépendance tabagique (Henningfield and

Goldberg, 1983). La nicotine est mitogène sur les cellules du muscle lisse et endothéliales en

culture et elle est toxique sur ces cellules à fortes doses (Carty et al., 1996; Carty et al., 1997). La

cigarette induit des changements morphologiques dans la cellule endothéliale et la nicotine altère

l’expression, par la cellule endothéliale, d’un ensemble de protéines comme la fibronectine, le

facteur VIII/vWF, le facteur de croissance basique (βFGF), de transformation (TGFβ1),

l’endotheline (Kuo et al., 1989; Su et al., 1998) et la monoxyde d’azote (NO) synthase (Conklin

et al., 2001).

En plus des effets de la cigarette et de la nicotine, les fumeurs sont continuellement

imprégnés par le dérivé majeur de la nicotine, la cotinine (Benowitz et al., 1983). Les effets

hémodynamiques de la cotinine sont connus depuis très longtemps (Borzelleca et al., 1962;

Benowitz and Sharp, 1989; Smith et al., 1994). La cotinine stimule également la synthèse de la

prostacycline (Chahine et al., 1990), affecte la transmission noradrenergique du cœur (Chahine

et al., 1993) et module les effets cardiovasculaires de la nicotine (Chahine et al., 1996). La

cotinine est plus mitogène que la nicotine sur la cellule humaine du muscle lisse (Carty et al.,

1997) et détériore plus que la nicotine la fonction de la cellule endothéliale par un mécanisme

différent de celui de la nicotine dans la carotide et les artères coronaires (Conklin et al., 2001).

D’autres effets de la cotinine sont également différents, car ils ne sont pas bloqués par les

antagonistes des récepteurs de la nicotine (Goldberg et al., 1989; Riah et al., 1999), de



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT

DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

C- DIT NO À LA COTININE

l’histamine, de l’adrénaline (Borzelleca et al., 1962; Smith et al., 1994) et de la muscarine

(Borzelleca et al., 1962). Par conséquent, la cotinine agit par des mécanismes non-

cholinergiques, non-adrénergiques et non-histaminiques comme le confirme le séquençage

aminoacide de son récepteur nouveau (Riah et al., 2000). Le challenge serait donc d’identifier

lequel des deux alcaloïdes nicotine ou cotinine a le prime rôle dans les conséquences sur la

santé de la dépendance tabagique ? C’est à cette question que nous tenterons de répondre, du

moins en partie, par l’étude de la modulation de la peroxydation lipidique, l’activité de relaxation

de type EDRF et l’expression des récepteurs de la cotinine.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les effets de l’administration de la nicotine et de la cotinine sur la peroxydation lipidique ont

été étudiés chez la souris Mus musculus. Les alcaloïdes ont été mis en solution fraîche tous les

soirs dans l’eau de boisson et présentés ad libitum comme seule source d’eau (imposé) ou avec

la possibilité de choisir entre l’alcaloïde et l’eau (choix) comme il a été décrit précédemment.

Dans tous les cas le groupe eau sert de contrôle. Les animaux ont été sacrifiés dans une enceinte

à CO2, conservés à –20°C, les tissus prélevés et extraits dans le méthanol grade HPLC à 4°C, à

raison de 5 ml par g sauf pour le cœur et le poumon 10 ml par g. La peroxydation lipidique a été

quantifiée par la méthode FOX modifiée (Hermes-lima et al., 1995). L’activité de relaxation de

l’aorte a été mesurée sur des anneaux d’aorte de lapin de 2-3 mm pré-contractés avec

l’adrénaline. La relaxation a été mesurée en présence et en absence de l’endothélium pour

estimer la contribution de l’endothélium à la relaxation par la formule 100 x [(% relaxation avec

endothélium - % relaxation sans endothélium) / (% relaxation avec endothélium)] (Furchgott and

Zawadzki, 1980; Vanhoutte, 1989; Binko et al., 1998; Wassmann et al., 2002). L’expression des

récepteurs de la cotinine a été étudiée comme décrit (Chapitre III). Le clonage des récepteurs de

la cotinine a été effectué par deux approches : l’approche par la réaction de polymérisation en
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chaîne (PCR) d’amorces nucléotides dégénérées. Les amorces ont été désignées à partir des

séquences aminoacide des peptides des récepteurs de 40 kDa. Dans ce cas, nous avons criblé

une banque d’ADNc de cerveau de rat que nous avons synthétisé grâce à un Kit reverse

transcription (PHARMACIA BIOTECH) ou une banque d’expression dans Lambda gt11 non

orientée de cerveau de rat commerciale (CLONETECH). Nous avons également effectué un

criblage immunologique de la banque Lambda gt11 et d’une banque de cellules de l’épiderme

humain dans ZAP-express synthétisée au laboratoire grâce à un Kit de clonage

(STRATAGENE). Les anticorps ont été produits chez la souris par des injections répétées dans

le muscle des protéines isolées par chromatographie d’affinité. Le séquençage des acides

nucléiques a été réalisé manuellement ou sur des automates dans le laboratoire ou dans des

services de séquençage du CNRS ou privés.

Les séquences obtenues ont été comparées à celles des banques de données. La validité des

clones obtenus par PCR a été jugée par l’obtention d’une séquence codant le peptide que nous

avons cherché à amplifier. La validité des clones isolés des banques d’expression par criblage

immunologique a été jugée par l’obtention d’une protéine dont l’expression est modulée par

l’administration de la cotinine. Dans ce cas, la modulation de la protéine a été étudiée par

Western blot grâce à son anticorps mono spécifique. L’anticorps mono spécifique a été isolé du

sérum par deux tours successifs d’adsorption sur filtres de nitrocellulose. Le premier filtre est

saturé avec le phage vide et le second filtre est saturé avec le clone isolé. Les effets sur la

peroxydation lipidique ont été soumis à une analyse de variance (ANOVA), après estimation de

la normalité par le test de David (E/S) et de l’égalité des variances par le test de Cochran

(Simax
2/Σ (Si2). Les comparaisons ont été faites au seuil de Scheffé (S2α = (k-1)Fk-1 ; n-1 ;α , où k

est le nombre de groupe à comparer).



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT

DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

C- DIT NO À LA COTININE

RÉSULTATS

C- I- EFFETS SUR LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

C- I- 1- Analyse globale des effets sur la peroxydation lipidique

Dans le cerveau : la variabilité entre individus est significative (F4,10 = 8,35 ; P ≤ 0,003), nous

utiliserons les réplications pour obtenir la valeur moyenne de chaque individu. Il existe un effet

significatif faible du traitement (F22,72 = 1,8 ; P ≤ 0,033) sur la peroxydation lipidique.

Dans le cœur : la variabilité entre individus n’est pas significative (F2,6 = 1,79 ; P ≤ 0,25), nous

utiliserons les réplications pour chaque individu. Il existe un effet du traitement très significatif

(F22,195 = 101 ; P ≤ 4.10-94) sur la peroxydation lipidique.

Dans le poumon : la variabilité entre individus est très significative (F2,6 = 11,21 ; P ≤ 0,01),

nous utiliserons les réplications pour obtenir la valeur moyenne de chaque individu. Il existe un

effet significatif fort du traitement (F22,49 = 11,49 ; P, TS) sur la peroxydation lipidique.

Dans le rein : la variabilité entre individus n’est pas significative (F2,6 = 2,95 ; P, NS), nous

utiliserons les réplications pour chaque individu. Il existe un effet significatif fort du traitement

(F22,196 = 5,96 ; P, TS) sur la peroxydation lipidique.

Dans le foie : la variabilité entre individus n’est pas significative (F2,6 = 1,55 ; P, NS), nous

utiliserons les réplications pour chaque individu. Il existe un effet significatif fort du traitement

(F22,196 = 6,08 ; P, TS) sur la peroxydation lipidique.

C- I- 2- Analyse de la cinétique des effets sur la peroxydation lipidique

Administration L’étude cinétique montre un effet significatif du traitement sur l’évolution de la

peroxydation lipidique dans le cerveau (F12,32 = 5 ; P ≤ 0,0001) et le cœur (F12,116 = 13 ; P ≤

16.10-15). L’administration de N et C stimule dans le cerveau et déprime dans le cœur la

peroxydation lipidique (Fig. 58).
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Figure 58. Cinétique de la modulation de la peroxydation lipidique par l’administration de la

nicotine et de la cotinine dans l’eau de boisson. Les animaux ont été traités comme décrit dans la

légende de la Fig. 40. Ils ont été sacrifiés aux temps indiqués dans une enceinte à CO2, stockés

à –20 et la peroxydation lipidique tissulaire a été déterminée par la formation du complexe

Fe(III)-xylenol orange selon le protocole de Hermes-Lima et al., (Hermes-lima et al., 1995). Les

données ont été analysées par AVOVA comme décrit dans le texte. Remarquez l’effet rapide,

mais non significatif, de l’administration de la cotinine dans le cerveau (A) et l’action identique

dès 8 jours de l’administration des deux alcaloïdes dans le cœur (B).

L’étude cinétique ne montre pas d’effet significatif du traitement sur l’évolution de la

peroxydation lipidique dans le poumon (F12,30 = 1,6 ; P ≤ 0,14). L’effet est significatif dans le

rein (F12,115 = 6,06 ; P ≤ 39.10-7) et le foie (F12,116 = 7,99 ; P ≤99.10-10). L’administration de N

et de C stimule la peroxydation lipidique dans le rein au jour 16 en combinant les deux

alcaloïdes (Fig. 59 A). L’administration de N déprime la peroxydation lipidique dans le foie dès

le jour 8, l’administration de C atteint la signification au jour 16 (Fig. 59 B).
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Figure 59. Cinétique de la modulation de la peroxydation lipidique par l’administration de la

nicotine et de la cotinine dans l’eau de boisson dans le rein (A) et dans le foie (B) et par le retrait

des alcaloïdes dans le rein (C). Les animaux ont été traités et les données analysées, comme

décrit dans la légende de la Fig. 58. Remarquez la signification de l’effet stimulateur de N et C

dans le rein (A) et la rapidité de la dépression par N dans le foie (B). Remarquez le retrait de 1N

et de 0,1C stimule dans le rein (C) la peroxydation lipidique, mais seulement lorsque les

alcaloïdes étaient imposés initialement. Notez que le jour J0 de retrait correspond à un mois

d’administration.
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Retrait Le retrait a été effectué après un mois d’administration imposé ou au choix. La cotinine a

été administrée à une concentration 10 fois inférieure à celle de la nicotine (Tableau XIV). Au

jour 0 de retrait correspondant à un mois d’administration, l’effet des alcaloïdes sur la

peroxydation lipidique est significatif ou devient significatif au cours des jours de retrait (Fig. 59

C).

Tableau XIV. Évolution de la peroxydation lipidique (a) au cours du retrait des alcaloïdes après

un mois d’administration dans l’eau de boisson dans cinq tissus de la souris (b).

Retrait (J) /

Traitement 30 J

0 7-10 14 18 Tissu contrôle (c)

Nicotine N 2193 ± 50 (*) 2200 ± 62 (d) 1983 ± 173 (*) 2265 ± 78

Cotinine 0,1C 2132 ± 78 2014 ± 210 2208 ± 69 (*) 2151 ± 87

Cerveau

1554 ± 229

Nicotine N 10175 ± 62 9384 ± 170 (*) 10182 ± 69 9947 ± 119

Cotinine 0,1C 9733 ± 119 (*) 9678 ± 118 (*) 9962 ± 258 9956 ± 241

Cœur

11069 ± 284

Nicotine N 4407 ± 402 4046 ± 136 3286 ± 247 3880 ± 291

Cotinine 0,1C 3605 ± 321 3426 ± 193 3426 ± 193 3239 ± 381

Poumon (e)

4338 ± 536

Nicotine N 4409 ± 467 (*) 4364 ± 296 4016 ± 449 3295 ± 524

Cotinine 0,1C 3394 ± 579 4707 ± 339 (*) 4593 ± 201 2817 ± 252

Foie

2616 ± 230

(a), la peroxydation lipidique tissulaire a été évaluée par le protocole de Hermes-Lima et al.,

(Hermes-lima et al., 1995).
(b), moyenne ± SEm des valeurs en accès libre et imposé.
(c), pour le rein voir Fig. 59 C.
(d), les cases fusionnées indiquent que la moyenne de la combinaison accès et des jours a été

utilisée.
(e), pour le poumon un effet du retrait globalement significatif (P ≤ 0,05) a été observé.
(*), les valeurs sont significativement différentes du contrôle (P ≤ 0,05 ; minimum Scheffé).
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On retrouve l’évolution observée lors de l’administration sauf pour le foie (Tableau XIV).

Une stimulation de la peroxydation lipidique dans le cerveau (Tableau XIV) et le rein (Fig. 59 C)

et une dépression de la peroxydation lipidique dans le cœur (Tableau XIV).

Le poumon montre une dépression significative (P ≤ 0,05) de la peroxydation lipidique.

Le foie passe d’une dépression (Fig. 59 B) à une stimulation (Tableau XIV).

À un mois d’administration, la dose 0,1C est suffisante pour moduler la peroxydation lipidique.

Une analyse de variance (bloc : Produit x Jour x accès) montre que l’état de la peroxydation

lipidique ne change pas au cours du retrait dans le cerveau, le poumon, le cœur et le foie. Au

contraire, dans le rein l’état de la peroxydation lipidique évolue lors retrait des alcaloïdes (F7,40 =

3 ; P ≤ 0,01). Les effets jour (F3,40 = 4 ; P ≤ 0,05) et les interactions Jour x Accès (F3,40 = 4 ; P

≤ 0,05) sur la peroxydation lipidique sont significatifs (Fig. 59 C). En accès libre, l’état de la

peroxydation lipidique n’évolue pas significativement (F8,47 = 2 ; P, NS). En accès imposé, l’état

de la peroxydation lipidique évolue significativement (F8,47 = 10 ; P, TS).

À un mois, l’effet de 1N n’est pas significatif (Fig. 59 C), alors qu’il l’etait à 16 jours (Fig. 59

A).

L’effet de 1C est significatif à 16 jours (Fig. 58 A) et celui de 0,1C est significatif à un mois

(Fig. 59 C).

Au cours des jours de retrait, la peroxydation lipidique est stimulée (Fig. 59 C).

Conclusion 10 Nous retiendrons que l’administration des alcaloïdes aux doses équivalentes (N

ou C) affecte la peroxydation lipidique de manière tissu spécifique : une stimulation dans le

cerveau et le rein et une dépression dans le cœur, le poumon et le foie. La cotinine est plus rapide

que la nicotine à produire l’effet central. À un mois, les effets de 0,1C ou de 1N qui

éventuellement avaient désensibilisé sont sensibilisés à nouveau par le retrait des alcaloïdes. Ces

résultats soulignent que la peroxydation lipidique a un caractère de potentialisation de type LTP

et LTD (potentialisation et dépression à long terme). Ces effets, du moins ceux de la cotinine qui

n’a pas d’activité pro-oxydante intrinsèque in vitro (Gouazé et al., 1998), indiquent l’activation



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT

DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

C- DIT NO À LA COTININE

secondaire de messager du stress oxydant ROS et ou RNS (espèces réactives de l’oxygène et

du nitrogène).

C- I- 3- Effet des fortes doses et longues durées de traitement sur la peroxydation

lipidique (Fig. 60). Dans les expériences suivantes, la peroxydation lipidique a été mesurée

après deux jours de substitution (voir légende de la Fig. 25 et Fig. 33). L’analyse de variance

montre :

Poumon. Aucun effet significatif des traitements (F8,18 = 0,06 ; P, NS).

Cerveau. Un effet significatif sur la peroxydation lipidique si on combine toutes les doses du

pré traitement au sein d’une même catégorie (F3,51 = 5,12 ; P ≤ 0,01). Les animaux prétraités un

mois par la nicotine (t = 3,42 ; P ≤ 0,05) et le mélange (t = 2,95 ; P ≤ 0,05) ont un taux de

peroxydation lipidique plus élevé. Ceux qui ont été prétraités un mois par la cotinine ont un taux

de peroxydation lipidique normal (t = 1,62 ; P, NS). La régression linéaire n’est pas significative

et la déviation est significative pour les pré-traitement nicotine (P, TS) et les mélanges (P ≤ 0,01)

(Fig. 60 A).

Foie. Aucun effet significatif sur la peroxydation lipidique dans les pré-traitement cotinine (F3,32

= 0,52 ; P, NS) et mélanges (F4,40 = 2,39 ; P, NS). La peroxydation lipidique est élevée dans les

pré-traitement nicotine (F3,32 = 5,93 ; P, TS). La régression (F1,2 = 12,87 : P, NS) n’est pas

significative (Fig. 60 B).

Rein. Un effet significatif sur la peroxydation lipidique si on combine toutes les doses de pré-

traitement au sein d’une même catégorie (F3,95 = 41 ; P, TS). Les animaux prétraités à la nicotine

(t = 3,25 ; P ≤ 0,05) et les mélanges (t = 3,49 ; P ≤ 0,05) ont un taux de peroxydation lipidique

élevé mais aucun traitement ne donne une régression linéaire (Fig. 60 C). La peroxydation

lipidique est normale dans les prétraités à la cotinine (Fig. 60 C).

Cœur. Les animaux prétraités à la cotinine (F3,32 = 12 ; P, TS), nicotine (F3,32 = 26 ; P, TS) et

mélanges (F4,40 = 33 ; P, TS) ont un taux de peroxydation lipidique significativement plus élevé
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(Fig. 60 D). La régression linéaire est significative pour le pré-traitement cotinine (F1,2 = 28 ; P,

TS) uniquement. La déviation de la régression est significative pour le pré-traitement nicotine

(F2,32 = 32 ; P, TS) (Fig. 60 D) et mélanges (F3,40 = 26 ; P, TS) (Fig. 60 E).

Figure 60. Effet à long terme de l’administration des fortes doses des alcaloïdes dans l’eau de

boisson sur la peroxydation lipidique. Les solutions d’alcaloïdes ont été présentées 14 jours

comme seule source d’eau puis 14 jours avec une autre source d’eau et enfin les doses de

nicotine ont été substituées par une seule dose de cotinine pendant deux jours et vice versa

comme décrit dans la légende de la légende de la Fig. 25. La consommation des alcaloïdes au

cours des deux jours de substitution est visible sur la Fig. 34. Ils ont été sacrifiés et la

peroxydation lipidique évaluée dans les tissus du cerveau (Fig. 60 A), du foie (Fig. 60 B), du

rein (Fig. 60 C) et du cœur (Fig. 60 D et E), comme décrit dans la légende de la Fig. 58.
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Remarquez que les valeurs de la peroxydation lipidique ne diffèrent pas significativement de

celles du contrôle, sauf dans le cœur (Fig. 60 D), dans tous les tissus des animaux prétraités par

la cotinine.

Remarquez que les valeurs de la peroxydation lipidique diffèrent significativement de celles du

contrôle dans tous les tissus des animaux prétraités à la nicotine.

Remarquez que les valeurs de la peroxydation lipidique sont passées d’une inhibition (Fig. 58

B) à une stimulation (Fig. 60 D) dans le cœur, de la stimulation (Fig. 59 A) à l’inhibition (Fig.

60 C) dans le rein et de l’inhibition (Fig. 59 B) à la stimulation (Fig. 60 B) dans le foie.

Remarquez l’absence de linéarité des effets de doses de nicotine dans le pré traitement et la

linéarité, au moins dans le cœur, de ceux de la cotinine.

Remarquez que le pré traitement par les mélanges ressemble au pré traitement par la nicotine

dans tous les tissus sauf dans le foie où il ressemble à celui de la cotinine.

Conclusion 11 Nous retiendrons que la substitution des doses de la nicotine (1N-4N) par la

cotinine 10C et de la cotinine (10C-40C) par la nicotine 1N n’a pas les mêmes conséquences

sur la peroxydation lipidique. La substitution par la cotinine affecte la peroxydation lipidique,

alors que la substitution par la nicotine n’a pas d’effet. De plus, la linéarité n’est observée que

pour les doses de pré traitement par la cotinine. Les inversions observées dans le cœur et le foie

(les dépressions remplacées par des stimulations) et le rein (la stimulation remplacée par une

dépression) seraient liées aux fortes doses de cotinine. Ces résultats indiquent qu’in vivo la

cotinine 10C régule la peroxydation lipidique. Le métabolisme de la nicotine 1N à 4N va générer

des doses de cotinine ≤ 3C (70 %) actives sur la peroxydation lipidique. Enfin, la nicotine n’est

pas seulement une pro-drogue vis-à-vis de la peroxydation lipidique, à moins de considérer son

activité pro-oxydante intrinsèque (Gouazé et al., 1998).
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C- II- EFFETS SUR LA RELAXATION DE L’AORTE : ACTIVITÉ EDRF/NO ET

EXPRESSION DES RÉCEPTEURS DE LA COTININE

Expression des récepteurs de la cotinine nous avons identifié dans le cerveau de rat par une

méthode de radiorécepteur que nous avons développé pour la première fois (Riah et al., 2000)

les récepteurs de la cotinine. Nous avons également isolé par une méthode de chromatographie

d’affinité que nous avons mise au point (Riah et al., 2000) un complexe de récepteurs de la

cotinine ou CRC. Du complexe CRC nous avons purifié une première protéine de 40 kDa haute

ou p40H (High) puis, une seconde protéine de 40 kDa basse ou p40L (Low), dont la proportion

relative est affectée par le stress de la manipulation de l’animal par l’injection saline (Chapitre

III). Nous avons montré l’identité de la séquence aminoacide NH2 terminale des deux protéines

de 40 kDa ou les p40s. Les p40s sont les homologues des protéines humaines avec une

séquence DINGGG rapportées dans d’autres études (Hain et al., 1996; Bush et al., 1998). Cette

homologie de séquence entre les p40s et les protéines DINGGG suggère des rôles très

importants à la cotinine. En effet, les protéines humaines DINGGG ont un rôle dans les

réactions inflammatoires du rein (Binette and Binette, 1994), la polyarthrite rhumatoïde (Hain et

al., 1996) et la stimulation paracrine de la croissance des fibroblastes et de certaines lignées

tumorales (Bush et al., 1998). En accord avec ces travaux, nous avons isolé une p40 de l’aorte de

Lapin ayant la séquence aminoacide NH2 terminale DINGGGATLPQ identique à celle de la

p40 du cerveau de rat (Fig. 61). Nous avons également produit chez la souris les anticorps de

CRC pour étudier, par Western blot, l’expression et la régulation et pour cloner, par criblage

immunologique des banques d’expression, les récepteurs de la cotinine. Les p40s sont

exprimées par les cellules humaines non neuronales HUVEC (Human Umbilical Vascular

Endothelial Cells) (Fig. 61), HT29, CACO 2, la fraction membranaire (Fig. 61 ; piste 4) et

cytosolique (Fig. 61 ; piste 5) des cellules neuronales NBE (Fig. 61 ; piste 3) et par les cellules

de l’épiderme humain sain (Fig. 61 ; piste 1 et 2). De plus, en phase de croissance exponentielle

on observe une sur-expression de la p40 dans les cellules neuronales NBE (Fig. 61 ; pistes 6-8)

et non neuronales HUVEC (non montré) suivie d’une sous-expression (Fig. 61 ; piste 9-11).
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Figure 61. Purification de la p40 de l’aorte et étude de son expression par Western blot dans

les lignées et tissus humains. Le complexe des récepteurs de la cotinine (CRC) a été isolé par

chromatographie d’affinité de l’aorte de Lapin comme décrit pour celui du cerveau de rat (Riah

et al., 2000). Une p40 a été purifiée par électrophorèse sur gel SDS-PAGE et sa séquence

aminoacide NH2 terminale DINGGGATLPQ est identique à celle de la p40 du cerveau de rat.

Nous avons immunisé la souris avec CRC et obtenu un sérum immun capable de reconnaître la

p40 dans les préparations des tissus humains comme l’épiderme (piste 1 = 1 µg protéine et 2

0,1 µg protéine), les lignées non neuronales comme les HUVEC (1 µg tissu) et neuronales

comme les NBE (piste 3-11 ; 1 µg tissu). Les conditions de culture des cellules étaient standard.

La fraction NP40 de l’épiderme humain est un don généreux du Dr. Marina Weber.

Remarquez l’augmentation de l’expression de la p40 dans les cellules NBE (piste 6-8) puis la

répression après le 3ème jour de culture (piste 9-11). Ce paterne d’expression a également été

observé dans les cellules HUVEC mais de manière plus accentuée.
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Dans le cerveau de rat, les récepteurs de la cotinine sont exprimés, entre autres, dans le système

limbique avec un gradient rostro-caudale croissant (Fig. 62).

Figure 62. Image auto-radiographique montrant un gradient d’expression rostro-caudale des

récepteurs de la cotinine dans le cerveau de rat. Des coupes (10 µm) de cerveau de rat ont été

obtenues au microtome, incubées avec la [125I]cotinine (0,2 nM), lavées, séchées, mise sous film

Kodak X-OMAT- AR, en présence d’un étalon de quantification de 0 (bleu) à 15 (rouge)

fmole.mg-1 protéine (Microscales ; Amersham). Les images couleurs ont été obtenues par une

conversion arbitraire du niveau de gris dans le logiciel Biocom comme décrit (Riah, 1996).

Remarquez le gradient d’expression antéro-postérieur croissant (du jaune au rouge) des

récepteurs de la cotinine. Remarquez le marquage du corps calleux et des commissures

antérieures qui, normalement, ne sont pas marqués par la nicotine tritiée et l’alpha-bungarotoxine

iodée (Riah, 1996).
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Légende : ac, commissures antérieures; Acg, cortex cingulate antérieur; AHP, aire antérieure
hypothalamique; Arc, noyau arcuate hypothalamique; BL, noyau basolatéral amygdaloïde; BM,
noyau amygdaloïde basomédial; CA, zone des cornes d'Ammon de l'hippocampe; cc, corps
calleux; Ce, noyau central amygdaloïde; CG, substance grise centrale; CPu, caudate-putamen;
DA, aire hypothalamique dorsale; DG, dentate gyrus; DLG, noyau geniculate dorsolatéral; DM,
noyau dorso-médial hypothalamique; ec, capsule externe; En, noyau endopiriforme; Fi, fimbria
de l'hippocampe; fmj, forceps majeur du corps calleux; FrPa, cortex fronto-pariétal; Hi,
Hippocampe; G, noyau thalamique gelatinosus; ic, capsule interne; LM, noyau mamillaire latéral;
LP, noyau thalamique posterolatéral; LS, noyau septal latéral;  Me, noyau amygdaloïde médial;
MG, noyau geniculate médial; mt, tract mammillothalamique; Pco, noyau amygdaloïde cortical
postérieur; PMCo, noyau amygdaloïde corticoposteromédial; PT, noyau thalamique paraténial;
PV, noyau thalamique paraventriculaire; Re, noyau thalamique reuniens; Rt, noyau thalamique
reticular; SuG, couche grise superficielle du collicule supérieur; VL, noyau thalamique
ventrolatéral; VLG, noyau geniculate ventro-latéral; VM, noyau ventrolatéral hypothalamique;
VPM, partie médiale du noyau thalamique posteroventral.
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L’administration IP de la cotinine down régule (baisse d’expression) la p40H et n’a pas d’effet

sur la forme p40 résistante (p40L) (Riah et al., 2000). L’administration de la cotinine dans l’eau

de boisson down régule également l’expression de la p40H (Fig. 63 ; 65) et n’a pas d’effet sur

la p40L (Fig. 63 ; 65).

Figure 63. Régulation de la p40H et de la p40L du cerveau de rat par l’administration de la

cotinine dans l’eau de boisson.

Les rats ont consommé les concentrations indiquées de cotinine imposée ( pas de choix), ont été

sacrifiés au temps indiqués, les cerveaux prélevés et extraits directement dans le tampon de

dépôt. Les protéines (équivalent à 50 µg tissu  en A et à 1 µg tissu  en B par piste) ont été

séparées par SDS PAGE 12 %, transférées sur nitrocellulose, les membranes incubées avec le

sérum anti-CRC (1 : 5000) et révélées (≤ 2 min en A et 30 min en B) par le Kit Opti-4-CN

(Biorad). Remarquez le paterne très différent de régulation de la p40H en A et de la p40L en B.
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Figure 64. Régulation des nouvelles protéines réceptrices cérébrales clonées (λ-0,7- et λ-1,7-

kb) par l’administration de la cotinine dans l’eau de boisson chez le rat. Les protéines

(équivalent 100 µg tissu par piste) de cerveau de rats traités comme décrit dans la légende de la

Fig. 63. Les membranes de nitrocellulose ont été incubées avec les anticorps mono spécifiques

anti-clone 0,7-kb en haut et ant-1,7-kb en bas (1 : 3000) et révélées 30 min par le Kit Opti-4-CN

(Biorad).

Remarquez le paterne très différent d’expression des deux protéines.

Les anticorps mono spécifiques ont été préparés par deux tours d’adsorption des anti-CRC sur

filtres de nitrocellulose : le premier filtre est chargé de phage vide, le surnagent est adsorbé sur

filtre chargé du phage λ-1,7 kb ou λ-0,7 kb. Les anticorps sont ensuite récupérés par la glycine à

pH 2,8 et neutralisés par le Tris 1 M et utilisés à la dilution 1/2000.
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Clonage des récepteurs de la cotinine pour obtenir des clones des récepteurs de la cotinine,

nous avons préparé les ADNc du cerveau de rat par reverse transcription. Pour amplifier par

PCR un ADNc des p40s, nous avons désigné sur la base des séquences aminoacides des

peptides des p40s les amorces dégénérées du Tableau XV.

Tableau XV. Absence d’amplification des p40s par PCR avec les amorces dégénérées (a).

Amorces des séquence aminoacide des peptides (b) Orientation pour la PCR (c)

14 : 5’gAR-AAY-AAR-TAY-AAY-CAR-TT-3’ Sens

14 : 5’EcoRI-CCR-AAY-TgR-TTR-TAY-TTR-TTY-TC3’ Antisens avec Site EcoRI

14 : 5’EcoRI-ATH-gCN-TTY-YTN-gAR-AAY-AAR-T3’ Sens avec Site EcoRI

14 : 5’EcoRI-gTR-TCN-gTN-CCR-AAY-TgR-TTR-T3’ Antisens avec Site EcoRI

14 : 5’CCR-AAY-TgR-TTR-TAY-TTR-TT3’ Antisens

N-terminal : 5’EcoRI-ggN-TTY-gCN-CCN-TAY-AT3’ Sens avec Site EcoRI

N-terminal : 5’ggN-ggN-ggI-gCI-ACI-YTI-CC3’ Sens

30 : 5’ggR-TAN-gCN-ACI-ACI-CCI-CCI-CC5’ Antisens
(a), abréviations : R = [A,g] ; Y = [C,T] ; H = [A,C,T] ; N = [A,g,C,T] ; I = inosine.
(b), les séquences sont de (Riah et al., 2000), 30 est un autre peptide connu des p40.
(c), ces amorces ont également été testées avec le phage d’expression λ-gt11.

Nous n’avons obtenu aucun clone positif ni avec la banque d’ADNc que nous avons

synthétisée, ni avec la banque d’expression commerciale dans λ-gt11 de Clonetech.

Nous avons alors procédé à un criblage immunologique avec les anticorps dirigés contre le

complexe des récepteurs de la cotinine (anti-CRC) et capables de détecter les protéines p40s en

Western Blot (Fig. 63). Nous avons criblé la banque d’expression commerciale du cerveau de

rat dans λ-gt11 de Clonetech et une banque d’expression de kératinocytes humains synthétisée

grâce au Kit Zap express de Stratagème (don généreux du Docteur Marina WEBER). Les

clones obtenus sont présentés dans le Tableau XVI.
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Tableau XVI. Les stratégies développées pour le clonage des récepteurs de la cotinine et clones

obtenus : QTLs des addictions localisés dans les mêmes chromosomes ?

Stratégie Clones isolés et remarques

Réaction de polymérisation en chaîne
PCR matrice ADNc et λgt-11

Aucun : amorces trop dégénérées ?

Criblage d’expression cerveau de rat
dans λgt-11
Chr X :156701796-9398
Chr 18 : 37390478-609

2 clones positifs (voir Fig. 63 ; 65) sur 2.106 PFU
Protéines inconnues
Gène inconnu (λ-1,7 kb)
Gène 2,19 homologue (λ-0,7 kb)

Criblage d’expression épiderme humain
dans Zap express

12 clones mais aucun n’a été vérifié comme les 2
clones de la Fig. 63 ; 65

Chr 17 : 41999647-42668552
Chr 11 : 35240377-278376
Chr 12 : 75697307-700586
Chr 1 : 1896283-1905583
Chr 1 : 171264041-82570
Chr 11 : 112743016-48820
Chr 12 : 75697307-700586
Chr 3 : 636284427-641596
Chr 17 : 43173977-184443
Chr 5 : 143357340-98234
Chr 12 : 75697307-700586
Chr 12 : 59341547-350366

Clone 1 : α1,2 mannosidase
Clone 2 : kératine 10  
Clone 3 : faux antisens
Clone 4 : MDM 2 (mouse double minute 2)
Clone 5 : ribosomal DNA
Clone 6 : Profilagrine
Clone 7 : BIRC 3 (baculoviral IAP repeat element)
Clone 8 : MDM 2
Clone 9 : Filamine β
Clone 10 : Kératine 15
Clone 11 : TCEB1L (trans elongation factor)
Clone 12 : MDM 2
Clone 13 : NR4A1 (nuclear receptor N10)
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Figure 65. Régulation des récepteurs centraux de la cotinine par son administration dans l’eau

de boisson chez le rat. En A, les rats ont été traités et les protéines cérébrales totales analysées

par Western Blot comme décrit dans la légende des Fig. 63-64. Les bandes ont été quantifiées et

exprimées par rapport au contrôle non traité (0 µg/mL eau). L’effet des traitements par la

cotinine a été évalué par une ANOVA une voie avec réplication. L’effet des trois doses de

cotinine (25 ; 50 et 100 µg/mL eau) a été utilisé pour la réplication. En B, le transfert montre les

protéines membranaines du cerveau de rat (équivalent 50 mg tissu) purifiées par

chromatographie d’affinité et révelées sans réaction d’amplification par un anticorps secondaire

couplé à la phosphatase alkaline. Les marqueurs de taille (Mr) indiquent une réactivité

immunologique dans le 66 et le 40 kDa. * ; ** et ***, respectivement 0,05 ; 0,01 et 0,001 par

rapport au traitement une semaine.



MÉCANISMES ET EFFETS DE L’ADMINISTRATION ET DU RETRAIT

DE LA NICOTINE ET DE LA COTININE DANS L’EAU DE BOISSON

C- DIT NO À LA COTININE

La cotinine relaxe l’aorte par un mécanisme dépendant partiellement de l’endothélium

(activité EDRF / NO partielle) nous avons estimé la contribution de l’endothélium aux effet de

la cotinine sur la relaxation de l’aorte (Fig. 65). Les résultats montrent que la cotinine relaxe

l’aorte par un mécanisme partiellement dépendant de l’endothélium, alors que l’acetylcholine

relaxe l’aorte par un mécanisme totalement dépendant de l’endothélium (Fig. 65). La

contribution d’une activité de type EDRF/NO aux effets de la cotinine sur la relaxation de

l’aorte in vitro est d’environ 40 % à la plus forte concentration, alors qu’elle est de 100 % pour

l’acetylcholine.

Figure 66. Estimation, in vitro, de la contribution d’un mécanisme EDRF/NO à l’activité de

relaxation de la cotinine et de l’acetylcholine. La relaxation de l’aorte a été mesurée sur des

anneaux d’aorte de Lapin de 2-3 mm pré-contractés avec l’adrénaline et l’activité EDRF/NO

estimée comme décrit (Furchgott and Zawadzki, 1980; Vanhoutte, 1989).
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DISCUSSION

La dérégulation de l’homéostasie des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote

(RNS) provoque un stress oxydant lourd de conséquences sur la santé. Le stress oxydant serait

responsable de dommages aux protéines par oxydation et ou nitration. Les protéines modifiées

de cette manière peuvent contribuer à la formation des inclusions intra-cytoplasmiques

caractéristiques des maladies de type Alzheimer (AD) et de Parkinson (PD) et d’autres maladies

neurodégénératives présentant ces inclusions (Doré, 2002; Giasson et al., 2002). De l’autre côté,

le tabagisme est responsable de dysfonctionnement de la cellule endothéliale, de la vasodilatation

et il est le principal facteur de l’athérosclérose périphérique (Su et al., 1998; Chalon et al., 2000).

Le challenge serait donc d’identifier parmi les 1000 composés chimique produit par la

combustion du tabac lequel est pathologique et de caractériser son action. La nicotine est le

principal composé du tabac, mais elle est vite métabolisée en cotinine (Bowman et al., 1959;

Benowitz et al., 1983). Ces deux alcaloïdes agissent différemment sur le système cardiaque

(Chahine et al., 1993; Chahine et al., 1996), la cellule endothéliale (Conklin et al., 2001) et in vivo

(Kuo et al., 1989).

Dans la présente étude, nous avons visé les effets liés au tabagisme à travers l’étude des

effets de la nicotine et de son principal métabolite, la cotinine, sur la peroxydation lipidique (PL),

en relation avec les récepteurs de la cotinine. Le récepteur de la cotinine ou p40 (Riah et al.,

2000) présente une forte homologie de séquence des aminoacides avec des protéines humaines

impliquées dans les réactions inflammatoires du rein (Binette and Binette, 1994) et de la

polyarthrite rhumatoïdes (Hain et al., 1996) et la stimulation paracrine de la croissance des

cellules (Bush et al., 1998) suggérant un rôle pour la cotinine dans le stress oxydant. D’autre

part, nous avons validé le protocole d’administration des alcaloïdes dans l’eau de boisson

comme modèle expérimental pour l’étude des effets de leur administration sur la PL. Enfin,

nous avons cloné des protéines réceptrices cérébrales nouvelles et évalué des stratégies de

clonage de la p40. L’effet de l’administration de la cotinine dans ce schéma expérimental sur ces

récepteurs a été évalué, par Western Blot, pour proposer leur ordre de sensibilité à la cotinine.
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Les résultats obtenus montrent que ce protocole expérimental est valable pour étudier les

effets de l’administration (Fig. 58 ; Fig. 59 A et B), du retrait (Fig. 59 C ; Tableau XIV), et de

l’augmentation des doses et de la durée du traitement (Fig. 60) des alcaloïdes sur la PL. Nous

avons également montré que le caractère auto-perpétuation (Hermes-lima et al., 1995; Giasson et

al., 2002) de la PL se retrouve lors du retrait des alcaloïdes (Fig. 59 C ; Tableau XIV). De plus,

le retrait de la cotinine après une administration d’un mois à des doses 10 fois plus faible que

celle de la nicotine produit des effets sur la PL, parfois plus importants que ceux de la nicotine

(Fig. 59 C ; Tableau XIV). Ce caractère auto-perpétuation de la PL n’a pas le même sens à

l’échelle de ses mécanismes moléculaires et physiologiques. En effet, dans nos expériences de

retrait, la PL est initialisée de novo, alors qu’elle n’était pas détectable, avant de s’auto-perpétuer

au cours des phases de dilution des alcaloïdes (Fig. 59 C ; Tableau XIV). Ce résultat indique

que les effets de la cotinine sur la PL subissent une down régulation. Cette conclusion est

confortée par la normalisation des valeurs de la PL dans tous les tissus examinés par

l’administration à long terme (1 mois) de la cotinine (10C) (Fig. 60). Au-dessus de 10C, la

cotinine augmente la PL du cœur (Fig. 60) et l’administration de la nicotine jusqu’à 4N n’a pas

normilisé la PL (Fig. 60). L’absence de normalisation de la PL par la nicotine provient,

probablement, de sa conversion en cotinine. Les effets de la cotinine sur la PL suggèrent que ses

actions passent par ses récepteurs, alors que les effets de la nicotine suggèrent ses propriétés

pro-oxydantes intrinsèques (Gouazé et al., 1998). En effet, la nicotine est capable d’oxyder in

vitro les LDL’s alors que la cotinine n’a pas l’activité pro-oxydante intrinsèque (Gouazé et al.,

1998), sauf lorsque l’agent pro-oxydant est la 6-hydroxy dopamine (Soto-Otero et al., 2002).

Ces résultats, en accord avec les effets de la cotinine sur la libération de la dopamine (Chapitre

IV), indiquent que ses récepteurs peuvent induire la libération de la dopamine, qui rentre dans la

cascade de la PL.
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Pour identifier les récepteurs de la cotinine responsable de ses effets, nous avons cloné dans ce

travail, les produits du gène 2,19 et d’un gène inconnu (Tableau XVI ; Fig. 64). L’expression du

produit de ces gènes nous a permi de purifier, par adsorption, les anticorps monospécifiques de

ces deux nouvelles protéines. Ces anticorps monospécifiques nous ont permi de comparer, par

Western Blot, la sensibilité des récepteurs centraux de la cotinine à son administration dans le

même protocole d’administration dans l’eau de boisson (Fig. 63-64). Les résultats obtenus, en

accord avec nos estimations de la sensibilité de la p40H et de la p40L à la cotinine, montrent une

down régulation nette de la p40H et une résistance au traitement de la p40L (Fig. 65). Ils

montrent également une nouvelle bande (Fig. 63) notée >p40 (Fig. 65) qui subit une down

régulation comme la p40H (Fig. 63 ; 65). Cette bande, invisible chez le contrôle (Fig. 63 ; 65),

peut provenir de la p40H par une maturation opposée à celle que nous avons observée lors de

l’administration saline, un schéma stressant (Chapitre III) où nous avons discuté la dégradation

de la p40H en p40L. Les deux protéines nouvelles subissent, avec une plus forte sensibilité pour

le produit du gène inconnu par rapport au produit du gène 2.19 (Fig. 65), une down régulation

significative lors des trois jours de retrait (Fig. 64 ; 65). Pour le produit du gène 2.19, des

bandes inféreiures, probablement liées à sa dégradation, sont visibles dès 3 semaines de

traitement et s’accentuent avec la dose et sont visibles même lors du retrait (Fig. 64). La p40L a

été visualisée après une réduction très importante des protéines à transférer de 50 à 1 µg/piste

(Fig. 63). Ce résultat peut être interprété par la spécifité des anticorps pour la p40H, leur quantité

limitée à 1 : 5000 et probablement une saturation des filtres de nitrocellulose lors du transfert de

50 µg/piste (Fig. 63). Ce résultat indique que le Westren Blot est toujours une analyse semi

quantitative et pose le problème de l’interprétation quand la résolution des bandes est

insuffisante, comme les bandes >p40H ; p40H et p40L (Fig. 63). À ce stade, nous pouvons

proposer, en tenant compte de l’homologie de séquence des p40s (Binette and Binette, 1994;

Hain et al., 1996; Bush et al., 1998; Riah et al., 2000), de nos résultats sur la PL (Fig. 58-60), de

l’expression des p40s dans l’ensemble des tissus examinés, y compris humains et les fractions

sub-cellulaires, de l’augmentation de l’expression des p40s au cours de la croissance des
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cellules neuronales NBE (Fig. 61 ; piste 6-11) et HUVEC (non montré) en culture et de la

sensibilité relative plus importante des p40s par rapport aux autres récepteurs (Fig. 63-65), que

la p40 participe à l’homéostasie du stress oxydant et que l’administration de la cotinine affecte

la p40 et l’homéostasie des ROS et RNS.

Afin de renseigner sur lequel des ROS ou RNS participe au stress oxydant lié à l’administration

de la cotinine, la mesure de la PL n’était pas adaptée car les deux espèces radicalaire sont

équivalentes dans la cascade des évènements aboutissant à la PL (Hermes-lima et al., 1995;

Giasson et al., 2002). Les résultats obtenus montrent que le rein est plus résistant à la PL que les

autres organes, comme le montre l’absence de PL dans le schéma d’administration au choix

versus imposé (Fig. 59 C ; Tableau XIV). Ce résultat, à côté des autres caractéristiques de cet

organe, comme sa sensibilité au tabagisme (Orth et al., 2001) et son expression de la NO

synthase neuronal (Welch and Wilcox, 2002), peut suggérer une inhibition du rétrocontrôle

tubule glomérule des alcaloïdes. Comme le NO assure le rétrocontrôle tubule glomérule (Wang

et al., 2002), la dérégulation de l’homéostasie du stress oxydant peut résulter donc d’un effet sur

le NO et ou ses espèces réactives (RNS). Cependant, le rein utilise également d’une manière

plus importante les acides gras (AG) par la β-oxydation (Commandeur and Vermeulen, 1990) et

ces AG sont les initiateurs de la PL. Cette consommation d’AG peut donc réduire la PL dans cet

organe. Quoi qu’il en soit, les deux mécanismes (i. e capture et utilisation des AG) peuvent

coexister, mais nos résultats démontrent clairement que les effets des alcaloïdes sur la PL sont

cumulatifs (Fig. 59 C). En effet, les deux schéma expérimentaux (i. e. imposé et choix) ne

diffèrent que pendant les 14 premiers jours de traitement où l’alcaloïde est contrebalancé (choix)

ou non (imposé) par une solution d’eau, alors que durant les jours suivants, tous les groupes ont

le choix. Ces résultats et les rôles bien établis du NO dans le rein (Ortiz and Garvin, 2002;

Pallone and Mattson, 2002), ses effets complexes (Blantz et al., 2002) et ses interactions avec

l’anion super oxyde dans le contrôle de la fonction rénale (Majid and Nishiyama, 2002)
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indiquent que les alcaloïdes peuvent affecter et les ROS et les RNS dans l’ensemble des tissus

examiné pour aboutir à la PL.

Pour tirer une conclusion sur l’action prime de la cotinine, nous avons évalué la contribution de

l’endothélium à son activité vasodilatatrice, laquelle activité permet d’attribuer la vasodilatation à

l’EDRF (endothélium dependent relaxation factor) (Furchgott and Zawadzki, 1980; Vanhoutte,

1989), qui a été identifié par la suite comme étant le NO (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987;

Snyder and Bredt, 1991). Les résultats obtenus (Fig. 66), en accord avec la nature différente des

récepteurs de la cotinine et de l’acetylcholine (Riah et al., 2000), montrent que l’activité

vasodilatatrice de la cotinine est partiellement dépendante, alors que celle de l’acetylcholine est

totalement dépendante (Furchgott and Zawadzki, 1980; Vanhoutte, 1989) de l’endothélium (Fig.

66). Bien que la vasodilatation par la cotinine ait été observée à des concentrations largement

supérieures à celles (Fig. 65) de Conklin et al., (Conklin et al., 2001) ces auteurs ont procédé

différemment. En effet, ils avaient incubé in vitro une nuit les vaisseaux avec la cotinine 100 nM

avant de mesurer la vasodilatation induite par un donneur de NO (Conklin et al., 2001), Ces

résultats montrent donc que l’effet dépend de la concentration et de la durée de l’incubation. Ces

observations sont en accord avec le shift des récepteurs de la cotinine vers des états de très haute

affinité après administration de la cotinine ou un facteur de stress (Chapitre III). Ils permettent

donc de proposer que l’altération de la fonction endothéliale chez le fumeur est dépendante de la

durée de son tabagisme et que le NO finit par participer aux effets de la cotinine.

En conclusion, ce travail montre que l’administration de la nicotine et de la cotinine dans

l’eau de boisson affecte le statut des ROS et RNS et produit un stress oxydant mesurable par la

PL. Les mécanismes des effets de la nicotine et de la cotinine sur la peroxydation lipidique

semblent différents. La nicotine peut produire un stress oxydant, au moins en partie, par son

activité pro-oxydante intrinsèque et probablement par sa conversion en cotinine. Cette dernière

active ses récepteurs, particulièrement la p40, pour produire un stress oxydant lié à la

dérégulation de l’homéostasie des ROS et RNS. Les rôles du NO dans un grand nombre de
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processus physiologiques font de lui un messager critique dans l’initiation et l’acquisition des

fonctions simples et complexes, comme la mémoire à long terme (Kemenes et al., 2002). Le fait

récent que les inhibiteurs du NO diminuent les signes de retrait des opioides, de l’alcool et de la

nicotine supporte, indirectement, qu’il peut contribuer à la sévérité du syndrome de retrait des

substances de dépendance (Tayfun Uzbay and Oglesby, 2001). La présente étude permet donc

de proposer que la cotinine participe, via ses récepteurs, les messagers RNS et ROS, à

l’initiation et au syndrome de retrait tabagique et aux conséquences du tabagisme sur la santé

Ci-dessous, une illustration des mécanismes de l’athérosclérose et des maladies

cardiovasculaires (Fig. 67).

A : Représentation schématique des mécanismes par lesquels la fumée de cigarette favorise
l’activation plaquettaire et la vasoconstriction.

Abréviation : PAF, facteur d’activation plaquettaire ; EDRF-NO, monoxyde
d’azote-facteur de relaxation endothélial ; TXA2, thromboxane A2 ; LDL, low
density lipoprotein ; LDL-MM, LDL modérément oxydées.
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B : Représentation schématique du mécanisme de formation des cellules spumeuses.
L’oxydation des LDL par les radicaux libres de l’oxygène stimule la diapédèse de monocytes à
travers l’endothélium vasculaire et la formation des cellules spumeuses.

C : Représentation schématique de l’inter play entre les espèces réactives de l’oxygène (ROS)
et du nitrogène (RNS) et les LDL. Le NO produit par la cellule endothéliale est inactivé par les
ROS et par le LDL cholestérol oxydé (LDL-ox).

Figure 67. A, B et C : Mécanismes liant le NO, le système cardiovasculaire et le tabagisme.
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Ce travail a été consacré à la cotinine qui a été ignorée, depuis sa découverte dans les

années 1960, par la majorité de la communauté scientifique et des Laboratoires

pharmaceutiques. Nous l’avons orienté dans trois direction complémentaires et nécessaires

pour répondre au besoin scientifique que nous avons ressenti dès le début de nos travaux. Ces

directions ont progressé, parfois en parallèle et parfois indépendamment l’un de l’autre. Nous

avions besoin de synthèse chimique pour disposer d’alcaloïdes, surtout de la cotinine pure, car

on a souvent attribué certaines de ses activités à la contamination par la nicotine, et de

quantité suffisantes vue sa faible toxicité. Lorsque notre conviction a progressé vers les

mécanismes d’action spécifiques de la cotinine, nous avons synthétisé le gel d’affinité

permettant d’isoler ses récepteurs. Dans la deuxième direction, nous avons développé les

outils permettant d’évaluer les effets des alcaloïdes, dont le gel d’affinité, le radioligand, les

anticorps des récepteurs de la cotinine et les ADNc des récepteurs de la cotinine. Avec ces

outils, nous avons évolué les effets des alcaloïdes dans deux contexte différents. Le premier

contexte est celui de l’administration en solution saline isotonique, un modèle qui produit un

stress, où les interactions de la nicotine et de la cotinine seront indirectement évaluées, c’est-

à-dire sur un fond de stress inhérent à l’expérimentation. Ce protocole expérimental stressant

a été complété par le protocole administration dans l’eau de boisson, où les interactions de la

nicotine et de la cotinine seront directement évaluées. De plus, la sensibilité des récepteurs à

l’administration de la cotinine a été validé dans les deux protocoles. Ces résultats ont été

largement discuté dans le cadre de l’action des alcaloïdes dans le cadre particulier du

tabagisme. Dans la suite, nous allons les discuter, dans le cadre général des substances

responsables de dépendance, pour mieux les situer et apprécier la validité de ce travail.

Dans la structuration de la dérégulation de l’homéostasie hédoniste (Koob et al., 1997;

Koob and Le Moal, 1997), la compréhension des mécanismes neurobiologiques des

addictions nécessite d’intégrer les données basiques des neurosciences avec les sciences



DISCUSSION GENERALE

psychosociales, la psychologie expérimentale et la psychiatrie. L’addiction peut-être

représentée comme un enfoncement qui augmente dans la spirale de la dérégulation du

système cérébrale de la récompense pour aboutir à un usage compulsif de la drogue et la perte

du contrôle sur sa consommation (Fig. 68).

Les résultats obtenus dans ce travail confirment que ces deux alcaloïdes affectent la

récompense [(Fig. 34-35)], qu’il existe un inter play entre les mécanismes de la récompense

[(Fig. 41)] et la manipulation possible de ces mécanismes [(Fig. 38-39)].
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Figure 68. Diagramme représentant la spirale du cycle détresse addiction dans les

conceptions A : psychosociale ; B : psychiatrique ; C : adaptative et D : neurobiologique.

Dans tous les cas, trois composants majeurs sont présents : préoccupation & anticipation ;

intoxication exagérée ; syndrome de retraits. Les flèches indiquent les activités de DA,

dopamine, CRF, facteur libérant la corticotropine.

Le cycle de l’addiction est conçu comme une spirale qui nous entraîne avec plus de force vers

l’usage et avec la répétition de l’usage jusqu’à l’état pathologique final nommé l’addiction

(dépendance) (Koob and Le Moal, 1997)
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Les sensibilisations et les adaptations qui s’y opposent sont supposées contribuer à la

dérégulation de l’homéostasie hédoniste. Nous avons montré certaines adaptations aiguës

[Fig. 23 ; 47-51 ; Tableau VIII ; IX] et chroniques [Fig.24-27 ; 52-56] de certains mécanismes

biochimiques et comportementaux [Fig. 47-56] d’action et d’interaction de ces deux

alcaloïdes. La sensibilisation a également été observée [(Fig. 38-39)].

Les mécanismes neurobiologiques impliqués, comme le système mésocorticolimbique

dopaminergique [(Fig. 29-31)], le système peptidique opioide [(Fig. 43)] et les systèmes de

stress cérébral [(Tableau VIII ; IX)] sont en cours de caractérisation, nous avons montré qu’ils

peuvent avoir une grande importance dans le cas de ces deux alcaloïdes.

Cette conception structurée de la spirale de dérégulation de l’homéostasie hédoniste donne

une approche réaliste pour identifier les facteurs neurobiologiques responsables de notre

vulnérabilité à la dépendance, et à la rechute chez les individus ayant un passé d’addiction.

Dans la théorie des processus contraires de Solomon et Corbit (Robinson and Berridge,

1993) (Fig. 69) (théorie des contrastes), les processus (a) sont les effets hédonistes positifs.

Ils font leur apparition dès la présentation du renforçateur et montrent une tolérance [(Fig.

34)]. Au contraire, les processus (b) sont les effets hédonistes négatifs. Ils apparaissent après

que les processus (a) se soient arrêtés, baissent lentement et s’amplifient avec la répétition de

l’exposition [(Fig. 39; groupe 0,5C)]. Ils peuvent disparaître complètement [(Fig. 39 groupe

0,05C)]. Des données et des conceptions plus récentes suggèrent qu’en réalité, les processus

(b) apparaissent juste après le début des processus (a) et aboutissent [(Fig. 41)]  au

changement dans les points de contrôle de la régulation de la réponse hédoniste.
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Figure 69. Diagramme représentant les points de contrôle de l’homéostasie hédoniste dans la

théorie des processus contraires de Solomon et Corbit (1974) (Robinson and Berridge, 1993)

et son extension pour tenir compte de la spirale du cycle de l’addiction (Koob and Le Moal,

1997). Les quatre diagrammes traduisent la réponse affective au stimulant (drogue). A = état

initial=somme des processus a et b. Aucune expérience antérieure de la drogue. B=l’usage

intermittent peut aboutir à la sensibilisation de la réponse en pointillé (trait plein=réponse

initiale A). C=forte dépendance, la réponse affective avec les changements supposés des

points de contrôle=dérégulation de l’homéostasie hédoniste (trait en pointillé=la réponse

sensibilisée B). D=abstinence prolongée, vulnérabilité à la rechute=addictions chroniques

avec changements de longue durée dans les points de contrôle et la sensibilisation résiduelle.
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L’intensité de la perturbation de la réponse hédoniste est indiquée par la barre de droite, le

temps d’action du stimulant est indiqué en bas des diagrammes.

Dans la théorie de la sensibilisation, la réponse est augmentée par la présentation

intermittente répétée du renforçateur (drogue) [(Fig. 46, 47, 51) et ou, est maintenue alors que

le renforçateur est dilué directement (Fig. 37) ou indirectement (métabolisme ; Tableau

XIV)]. La sensibilisation pourrait être un facteur significatif dans la différence de

vulnérabilité des individus à certains des concepts de la spirale de l’addiction (Fig. 68).

La théorie de la sensibilisation invoque un shift vers un état de renforcement de la

récompense [(Fig. 38-39)], définit comme un état neuronal hypersensible qui produit

l’expérience du JE VEUX. Cet état serait le résultat de l’induction par les drogues d’une

sensibilisation du système dopaminergique mésocorticolimbique. Ainsi, l’exagération

pathologique du JE VEUX durant une abstinence prolongée devrait être le résultat, en grande

partie, d’une hyper activité du système dopaminergique mésocorticolimbique (Robinson and

Berridge, 1993).

La sensibilisation a été souvent étudiée par l’augmentation des effets moteurs lors de

l’administration répétée du stimulant (i. e. drogue de dépendance) [(Fig. 48) et ou par le

retrait (Fig. 48) et ou par les réponses émotionnelles (Fig. 47), exploratoires (Fig. 49-52),

d’anxiété (Fig. 51 ; 56) et le stress de la peroxydation lipidique (Tableau XIV ; Fig. 59)]. Des

travaux récents ont étendu ces effets à une augmentation progressive de la valeur du

renforcement de la drogue, du moins durant l’acquisition initiale de la recherche de la drogue

ou de ses effets conditionnés. La sensibilisation est également plus facile à observer lorsque

l’exposition est intermittente [(Fig. 48, 51)] plutôt que chronique [(Fig. 47-50)]. Cette

dernière favorise la tolérance [(Fig. 52-55)]. De plus, la sensibilisation est de longue durée et

se compte en semaines après l’administration [(Fig. 48, 51 ; Tableau XIV ; Fig. 59)].
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Une baisse de régulation peut être définie comme une perte du self-contrôle. Un conflit

ou une inadéquation des normes résulterait dans la défaillance dans les mécanismes du self-

contrôle. La réduction dans le contrôle est l’inaptitude d’une personne à évaluer son soi et ses

actions envers des normes pertinentes. L’inadéquation des forces est analogue au concept de

force de la volonté au sens commun. Elle représente un conflit entre la force de l’impulsion et

la tendance dans l’action d’agir et les mécanismes de self-contrôle pour arrêter cette réponse

et prévenir l’action.

L’absence de régulation peut être définie comme l’exercice d’un contrôle qui n’aboutit

pas au résultat attendu ou donne un résultat alternatif. Le plus souvent, elle implique un

manque dans certaines connaissances, spécialement la connaissance de soi. Ce manque

concerne les fausses croyances, la distorsion des croyances, les généralisations abusives et les

efforts de contrôle non dirigés.

Les paternes d’activité causale tardifs sont des comportements qui transforment le

déficit de courte durée (dans le self-contrôle) en une grande indulgence ou attitude explosive.

Plusieurs facteurs contribuent à ces paternes comportementaux comme la baisse de

régulation, les réponses émotionnelles, le stress, l’intolérance, la spirale de la détresse et

autres (Baumeister and Heatherton, 1994).

L’implication du concept de l’homéostasie dans la vie de tous les jours nous oblige à

retourner à la psychologie sociale, mais avec une perspective biologique. Le système cérébral

hédoniste pourrait avoir des ressources limitées. Le concept d’énergie limité dans un système

hédoniste remonte à Carl Jung (1948) qui regardait le psychisme comme un système

relativement fermé. Cette énergie limitée a été exprimée par le terme « libido » qui

initialement décrit un instinct vital général ou énergie psychique. Jung écrivait : « comme

notre expérience est confinée à des systèmes relativement clos, nous ne sommes jamais en
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position d’observer une entropie psychologique absolue, mais plus le système psychologique

est ouvert plus le phénomène d’entropie se manifeste clairement (un système est absolument

fermé quand aucune énergie de l’extérieur ne peut le nourrir) ». L’individu peut dépenser ses

ressources rapidement dans l’abus des drogues ou tout autre attitude compulsive au risque

d’entrer dans la spirale de dérégulation hédoniste du cycle de l’addiction. De l’autre côté,

l’individu peut adopter une approche plus régulière hédoniste Calviniste, où l’utilisation du

système de la récompense rentre dans les limites de l’homéostasie (c’est-à-dire sans

développer les effets négatifs). Le système théologique de Calvin et ses successeurs est

marqué par une forte accentuation de la souveraineté de dieu, l’esprit corrompu de l’homme

et la doctrine de la prédestinée. Le Calvinisme est caractérisé par un style de vie strictement

discipliné équivalent à la morale et avec le sens de l’unité des croyances. Les Calvinistes et

les Puritains qui ont succédé, par rapport au choix de vie personnel, exigeaient d’eux-mêmes

une réforme de caractère, un rejet des loisirs et des mondanités vaines, la sobriété et

l’obéissance à dieu. Cette vue ascétique peut ou non correspondre à certaines normes

culturelles, mais elle a probablement un sens biologique.
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En tenant compte des critères théoriques et pratiques, applicables dans le cadre des

addictions, que nous avons discuté en introduisant nos résultats entre [   ], on peut conclure

qu’il devrait y avoir dans l’addiction tabagique une double dépendance : une dépendance à la

nicotine et une autre à la cotinine, chacune s’exprimant à sa manière. Pour la nicotine c’est

plutôt au cours de son administration que ses effets vont apparaître et lorsqu’ils bénéficient de

la potentialisation par sa conversion progressive en cotinine. Pour la cotinine, c’est plutôt au

cours du retrait que ses effets stressants vont s’amplifier et participer à la sévérité du sevrage.

Ces raisons dans le cadre de l’addiction nous mènent à considérer l’activité pro-oxydante de

la nicotine et sa conversion en cotinine. Cette dernière semble agir par des récepteurs, surtout

la p40, sur la dopamine du système limbique et les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et

du nitrogène (RNS). Ces messagers secondaires sont des éléments clés dans les mécanismes

de la récompense et par conséquent la dépendance. Cependant, les travaux ne permettent pas

encore de conclure si la p40 a une activité NO synthase ou réceptrice du NO, impliquée dans

la cascade de libération de la dopamine et le stress oxydant. Les travaux discutés, les données

du clonage et les séquences disponibles des aminoacides ainsi que la régulation des récepteurs

de la cotinine suggèrent que la p40 joue le rôle récepteur au NO actuellement recherché. Des

travaux futurs devront s’orienter dans cette voie pour répondre directement à cette question.

Cette conclusion est supportée par la modulation par la cotinine de l’effet récompense de la

nicotine, de la cocaïne et de l’alcool. Elle prévoit une hypersensibilité au NO lors du retrait.

Dans ce cadre, les antagonistes du NO ont été rapportés efficace pour réduire la sévérité des

symptômes de sevrage de toutes les substances de dépendance. Ces travaux supportent la

conclusion que la cotinine endogène a une origine biosynthèse.
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Tous les protocoles expérimentaux impliquant les animaux vivants étaient en accord

avec les directives du Guide de la Protection et de l’Usage des Animaux de Laboratoire. Ils

ont été approuvés par le Comité Usage et Protection des Animaux de Laboratoire de

l’Université Paul Sabatier.

De plus le candidat est habilité à réaliser et diriger des expérimentations chez l’animal

de Laboratoire (certificat Niveau I : Utilisation et Protection des Animaux de Laboratoire

1999).

I_ LE MATÉRIEL BIOLOGIQUE.

1.1. Les insectes. Notre étude a porté sur deux espèces de mouches de la famille des

calliphoridées, vulgairement appelées mouches à viande. L'espèce Calliphora vomitoria (C.v.)

ou mouche bleue de la viande mesure 9 à 14 mm et l'espèce Lucilia caesar (L.c.) ou mouche

impériale, de couleur verte, mesure 6 à 11 mm. Les mouches ont été maintenues dans un

bêcher de 250 ml grâce à une gaze, à la température ambiante, l'humidité de l'air était de 72%.

Les mouches avaient libre accès à une solution de glucose.

1.2. Le poisson Torpinidae. C'est l'organe électrique de ce poisson qui nous a servi pour

l'étude des nAChRs périphériques.

1.3. Les souris. Notre étude a porté sur les souris Swiss mâles et femelles pesant 24-34 g.

Elles proviennent de notre élevage ou ont été achetées (Centre d'élevage DEPRÈS FRANCE).

Elles ont été maintenues au rythme de la lumière naturelle à une température de 20 ± 2°C.

Elles avaient accès à la nourriture (Rat chow A04) et à l'eau "ad libitum". Les souris ont été

maintenues au moins trois jours à l'endroit de l'expérimentation avant la manipulation.
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1.4. Les rats. Nous avons utilisé des rats Sprague Dawley (IFFA-CREDO FFRANCE) mâles

ou femelles. Les rats ont été maintenus au moins trois jours avant l'expérimentation à la

température de 20 ± 2°C au rythme de la lumière naturelle. Ils ont reçu de l'eau et de la

nourriture standard (A04) "ad libitum".

1.5. Les Lapins. Des lapins New-Zélandais de 5-7 Kg ont servi pour préparer les anneaux de

l’aorte avec et sans endothélium et pour extraire les récepteurs de la cotinine.

1.6. Kératinocytes et cellules humaines. Les kératinocytes ont été isolées à partir de peau de

donneurs. La fraction soluble dans le tampon NP40 est un don gracieux du docteur M. Weber.

Les cellules de type vasculaire HUVEC (Human Umbilical Vascular Endothelial Cell) et

neuronal (BE) humaines sont des lignées établies.

1.7. Les bactérires. Nous avons utilisé les souches de bactéries indicatrices de λgt11 (souche

y1090) et de λZAP express (souche XL1-blue MRF’ pour le criblage et XLOLR pour

l’excision in vivo) fournit dans les Kits respectifs.

1.8.. Les phages. Nous avons utilisé le phage λgt11 d’expression de la banque d’ADNc du

cerveau de rat commercial (Clontech) et le phage λZAP express exprimant la banque d’ADNc

des kératinocytes isolés de la peau de donneurs humains. Le phage λZAP express a été

construit à partir du Kit commercial (Stratagene). Les deux phages ont été utilisés pour cribler

les banques d’ADNc avec le sérum immun dirigé contre les protéines liant la cotinine (ou

complexe p40).
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II_ LES SOLVANTS.

Tous les solvants utilisés sont de qualité rigoureusement pure (RP) ou grade HPLC.

Les suivants proviennent par exemple de : Acétone (CARLO ERBA). Acide chlorhydrique

(PROLABO). Ammoniac (PROLABO). Azote liquide. Benzène (SIGMA). Dichlorométhane

(PROLABO). E thanol (SIGMA). Hydrate3-((3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio)-1-

propansulfonate (CHAPS) (ALDRICH). Liquide de scintillation INSTA-GEL (PACKARD

Camberra Company). Méthanol (SIGMA)…

III_ LES RÉACTIFS.

Acide carboxylique (+/-)-trans-4-cotinine (carboxycotinine) (ALDRICH). Bis (N,N'-

Methylene-bis-acrylamide) (BIO-RAD). B leu de bromophénol (MERCK).

Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (ALDRICH). Ether anesthésique (GIFRER BARBEZAT

FRANCE). Gel Sépharose EAH 4-B (PHARMACIA BIOTECH) (bras espaceur de 10

atomes). Glycérol (SIGMA CHEMICAL Co.).

Glycine (PROLABO). Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) (ALDRICH). Hydrochloride

N'-(3-Dimetylaminopropyl)-N-ethyl-carbodiimide (EDC) (ALDRICH). Hydroxyl ammonium

(PROLABO).

Persulfate d'ammonium (MERCK). Propylamine (ALDRICH). Réactif de dosage des

protéines (DC Protein Assay) (BIO-RAD). Sodium dodécyle sulphate (SDS) (PROLABO).

Acrylamide (99,9%) (BIO-RAD. Adsorbant Bio-Beads SM-2 (BIO-RAD). F iltres

WHATMAN en microfibre de verre de type GF/B de diamètre 25 mm et de nitrocellulose

pure (POLYLABO). Isopentane (SIGMA). Ligands : nicotine et nornicotine sont de Sigma.
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La cotinine et la N-oxide de cotinine ont été synthétisées selon le protocole de Bowman et Mc

Kennis et Dagne et Castagnoli, respectivement. Marqueurs de masse molaire (Standard de

SIGMA). M embrane de dialyse SPECTRAPOR (Seuil de coupure : 6 000-8 000)

(SPECTRUM MEDICAL INDUSTRIES). Plaques de silice pour CCM ALUGRAM SIL

G/UV 254 (MACHEREY-NAGEL). Les réactifs pour la culture des bactéries sont de grade

Biologie Moléculaire. Le milieu DMEM et les suppléments pour la culture cellulaire

proviennent des fournisseurs spécialisés.

IV_ LES RADIOLIGANDS.

La [125I]cotinine (BEHRING DPC): Activité spécifique = 3500 1010 Bq.g-1 (3500 Ci.g-1).

Quantité fournie = 5,5 104 Bq (5,5 µCi) lyophilisée. Masse molaire = 458 g.mole-1. Stockage à

4°C  8 semaines maximum. Pureté > 90%.

La [125I]α−bungarotoxine (α−Bgt) (AMERSHAM) : Activité spécifique = 220 1010

Bq.mmole-1 (220 Ci.mmole-1). Quantité fournie = 106 Bq dans 200 µl (106 µCi). Stockage à

4°C dans de la sérum albumine de bovin (BSA) 1 mg.ml-1 en présence d'azide de sodium

0,02%. Pureté > 95%.

La [3H]nicotine (NEN DUPONT DE NEMOURS) : Activité spécifique = 78,4 1010

Bq.mmole-1 (78,4 Ci.mmole-1). Quantité fournie = 2,5 106 Bq dans 250 µl (250 µCi). Stockage

à -20°C dans l'éthanol absolu. Pureté > 95%.

La [3H]noradrénaline et la [3H]dopamine : Activité spécifique = 70-80 1010 Bq.mmole-1 (70-

80 Ci.mmole-1). Quantité fournie = 2,5 106 Bq dans 250 µl (250 µCi). Stockage de la

dopamine à –20 °C et de la noradrénaline à +4°C.
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V_ L'APPAREILLAGE.

Analyseur d’images BIOCOM (version 1.50 b). Appareil HPLC (Spectra-Physics), équipé

d'un distributeur automatique d'échantillon. Centrifugeuse (BECKMAN Model J2-21 rotor

JA-20). Compteur à scintillation (BECKMAN). Compteur Gamma Crystal 5400 Series

(PACKARD). Cuve d'électrophorèse (BIO-RAD). Cuve millipore à 12 trous (MILLIPORE).

Développeur RX XP 505 (3M). Microtome (tissue TEK II MILES). Ordinateurs PC (IBM) ou

Macintosh (Apple). P ompe péristaltique (GILSON MEDICAL ELECTRONICS).

Spectromètre de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) (BRUKER AM 300).

H omogénéisateur (BIRKMANN POLYTRON). Spectrophotomètre (VITATRON).

Spectrophotomètre infrarouge 298 (PERKIN-ELMER). Ultracentrifugeuse (BECKMAN).

Table de Spectrophotomètre UV.

VI_ LES MÉTHODES.

6.1. Synthèse de la cotinine et de la N-oxide cotinine. La cotinine et la N-oxide

cotinine, utilisées dans ce travail, ont été synthétisées et identifiées par des méthodes

chimiques et spectrales comme décrit respectivement par Bowman & Mc Kennis et Dagne &

Castangoli.

6.2. Étude de l'activité insecticide chez la mouche à viande. On se place dans les

conditions où sont généralement utilisés les insecticides. Nous avons pulvérisé 1 ml d'eau

distillée (H2O) sur les mouches témoins ou 1 ml d'H2O contenant une concentration donnée

d'un alcaloïde ou d'un mélange d'alcaloïdes, sur les autres.
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6.3. Étude de la toxicité chez la souris Swiss. La toxicité aiguë a été étudiée par

injection des alcaloïdes ou leur mélange à la souris Swiss par voie intrapéritonéale (ip.). Les

souris ont reçu 10 ml.kg-1 de solution isotonique (NaCl 0,9%) contenant une concentration

donnée d'alcaloïde. L'étude s'est déroulée aux mêmes heures (14h-16h). La mortalité a été

contrôlée jusqu'à 18 h et le lendemain matin par l’arrêt respiratoire et cardiaque. La toxicité

chronique a été étudiée par voie ip. et par voie orale.

6.4. Étude de la biodisponibilité de la cotinine chez le rat Sprague Dawley.

6.4.1. Conditions expérimentales. Chaque animal ne sert qu'une seule fois pour un temps ou

une dose de drogue pour éviter l'accoutumance et le conditionnement. Chaque traitement est

réalisé sur un lot de 5 rats dont trois serviront pour l'extraction de la cotinine et son dosage par

HPLC et RIA. Les 2 autres rats serviront pour l'étude autoradiographique. Les rats ont été

traités le matin vers 9-10 h. Les rats sont endormis par de l'éther anesthésique (GIFRER-

BARBEZAT) dans une enceinte saturée. Le sang est prélevé par canulation de la carotide,

recueilli dans des tubes héparinés (VACUTAINER BECTON-DICKINSON). Les rats sont

ensuite sacrifiés par étirement spinal, les cerveaux prélevés, lavés dans une solution

isotonique (NaCl 0,9%) et plongés environ 30 secondes dans de l'isopentane (SIGMA)

maintenu à -35°C par de l'azote liquide (Clarke) pour une congélation rapide qui permet

d'éviter toute dégradation des tissus au cours de la congélation et la conservation à -20°C

(Herkenham & Pert).

6.4.2. Étude du passage de la cotinine dans le système nerveux central (SNC) chez le rat.

Les voies intra-péritonéale (ip.), sous-cutanée (sc.) et intra-veineuse (iv.) ont été testées. Trois

temps 0-5 ; 20 et 60 min ont été testés par voie sc. Ces essais ont montré que les quantités de

cotinine détectables dans le système nerveux central (SNC) sont supérieures par voie sc. et iv.
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par rapport à la voie ip. et supérieures au temps 20 min par rapport aux temps 0-5 min. Les

rats ont ensuite reçu trois doses de cotinine 1; 10 et 70 mg.kg-1 par voie sc. et ont été sacrifiés

au temps 20 min.

6.4.3. Effet des ligands nicotiniques sur la biodisponibilité  de la cotinine chez le rat. Les

rats ont reçu les drogues et les doses suivantes :

cotinine 1; 10 ou 70 mg.kg-1 en coadministration avec la nicotine 0,1 mg.kg-1.

cotinine 70 mg.kg-1 en coadministration avec la mécamylamine ou l'hexaméthonium (1

mg.kg-1).

Ces groupes ont été sacrifiés au temps 60 min.

6.4.4. Extraction alcoolique de la cotinine. Il s'agit d'extraire un composé polaire (la

cotinine) d'un liquide physiologique (le plasma) ou d'un organe (le cerveau) en vue d'un

dosage quantitatif radioimmunologique (RIA), chromatographique HPLC et une étude

qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM). On a donc appliqué la technique

d'extraction par le méthanol qui a été rapportée pour l'extraction d'autres alcaloïdes comme la

nicotine (Reavill et al., 1990).

- Mode opératoire : 1 g de  cerveau  est décongelé, homogénéisé au broyeur mécanique dans

de l'eau distillée (0,5 ml) en présence de 10 µl de 2-phenylimidazole ( ALDRICH) comme

standard interne. Le volume est ajusté avec du méthanol (SIGMA) à 2,5 ml et agité

mécaniquement au vortex. Après une centrifugation de 5 min à 4°C et 4000 rpm, le

surnageant est transféré dans un tube à hémolyse. Le culot est lavé deux fois avec 1,25 ml de

méthanol. Les surnageants sont transférés dans un tube à hémolyse et le volume final est de 5

ml. Le surnageant final est agité horizontalement au vortex équipé d'un plateau horizontal

pendant environ 18 h avant une ultracentrifugation de 10 mn à 4°C et 105 000 g. Le sang
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prélevé est centrifugé 10 mn à 4°C et 4000 rpm. 1 ml de plasma obtenu est ajusté à 5 ml avec

du méthanol, agité au vortex sur un plateau horizontal pendant 30 min. Après une

centrifugation de 10 min à 4°C et 4000 rpm, le surnageant est évaporé au rota vapeur sous

pression réduite à 40°C et repris dans 400 µl d'urine humaine de non-fumeur.

6.4.5. Dosage radioimmunologique (RIA) de la cotinine. Le principe du dosage est fondé

sur la compétition entre la cotinine et la cotinine marquée à l'iode 125 ([125I]cotinine) pour

les mêmes sites anticorps (Ac1). Après une incubation pendant un temps donné, un second

anticorps (Ac2), couplé au polyéthylène-glycol (PEG), permet, après incubation et

centrifugation, la séparation de la cotinine fixée et de la cotinine libre. Le culot est séparé du

surnageant par aspiration et compté. La concentration de cotinine de l'échantillon est lue par

rapport à une courbe d'étalonnage. La radioactivité mesurée est inversement proportionnelle à

la concentration de cotinine à doser.

Mode opératoire : la trousse est utilisée conformément aux instructions données par le

fournisseur. Etant donné que cette trousse utilise une gamme d'étalonnage préparée dans

l'urine, la cotinine extraite du cerveau et du plasma a été reprise dans l'urine de non-fumeur.

Cette urine a été contrôlée pour les taux de cotinine naturellement détectés chez les non-

fumeurs. De plus, des rats témoins, traités de la même manière, ont été inclus dans l'étude et

un dosage HPLC a été réalisé chez les mêmes individus. Dans ce dosage HPLC les extraits

alcooliques n'ont pas été repris dans l'urine. La concentration de la gamme d'étalonnage varie

de 0 à 15 000 ng.ml-1. On incube 50 µl de standard, échantillon ou contrôle pendant 30 min

avec 100 µl de [125I]cotinine et 100 µl d'antisérum polyclonal anti-cotinine (Ac1). On ajoute

1 ml de solution de précipitation contenant le second anticorps couplé au PEG (Ac2-PEG). On

incube 10 min à température ambiante. Les échantillons sont centrifugés, la radioactivité du

culot ([125I]cotinine-Ac1-Ac2-PEG) est comptée dans un compteur Gamma.
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Caractéristiques de la trousse :

_ Quantité de [125I]cotinine livrée : 5,5 µ curies ( 204 Bq ) lyophilisée.

_ Activité spécifique : 3500 Ci.g-1.

_ Le lyophilisât est repris dans 10 ml d'eau distillée .

_ Activité au moment du marquage : 100000 cpm dans l'essai .

_ Maximum de liaison : 40 à 50 %.

6.4.6. Purification préliminaire de l'extrait alcoolique cérébral. Cette purification a pour

but de rompre les liaisons cotinine-protéine gênantes pour la séparation de la cotinine sur

couche mince et pour son dosage par HPLC. Pour séparer les alcaloïdes des autres

constituants de l'extrait méthanolique, on les transforme en sels. Les alcaloïdes sont ensuite

libérés sous forme de bases libres par l'ammoniac. A l'état de bases libres, ils vont être

entraînés par le dichlorométhane.

Mode opératoire : 200 µl (CCM) ou 4,5 ml (HPLC) de phase alcoolique ont été évaporés au

rota vapeur sous pression réduite à 40°C. L'extrait sec est repris dans 0,5 ml d'HCl 5%

(PROLABO). On agite pour reprendre la totalité du résidu. Dans une ampoule à décanter, la

solution est alcalinisée avec 1 ml d'ammoniac 1 N (PROLABO) jusqu'à l'obtention d'un

pH=9. On agite 2 fois le mélange avec à chaque fois 10 ml de dichlorométhane (PROLABO)

pour entraîner la totalité des alcaloïdes. L'agitation doit se faire doucement et soigneusement

pour éviter l'émulsion. Les phases organiques ont été recueillies par décantation et

concentrées au rota vapeur à 40°C sous pression réduite jusqu'à l'obtention d'un résidu sec.

Les résidus ont été repris dans 10 µl d'éthanol 95% (SIGMA) pour la CCM ou dans 200 µl de

phase mobile pour l'HPLC. Les alcaloïdes résistent à une température de 100°C pendant 3 h.

Ils ne sont pas détériorés par l'ammoniac. Le dichlorométhane permet de reprendre la majorité

des composés polaires, cependant il peut rester des alcaloïdes dans la phase aqueuse. Dans
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notre étude, les valeurs du dosage RIA permettront de savoir si des pertes significatives ont

été subies au cours de cette purification.

6.4.7. Identification de la cotinine par chromatographie sur couche mince. L a

chromatographie sur couche mince est une méthode d'analyse rapide fondée sur la séparation

des constituants d'un mélange par entraînement au moyen d'une phase mobile (le solvant) le

long d'une phase stationnaire (la plaque). Une migration différentielle des solutés est obtenue

par leur partition entre la phase mobile et la phase fixe. Chaque molécule du mélange à

séparer est soumise à une force de rétention (affinité du soluté pour la phase fixe) et à une

force de mobilité (entraînement par la phase mobile qui dépend de la solubilité de la molécule

dans cette phase). Une chromatographie d'adsorption où la phase stationnaire est le gel de

silice (gel de silice 0,25 mm avec indicateur de fluorescence) a été utilisée. Le gel de silice est

un adsorbant fort avec une forte bipolarité électrique. L'adsorption est due à l'établissement de

liaisons secondaires de surface entre l'adsorbant et la molécule adsorbée.

Mode opératoire : sur une plaque de silice on a déposé 5 fois 1 µl des substances à séparer à

2 cm du bord inférieur et 1,5 cm des bords latéraux et avec un espacement de 1 cm entre les

dépôts. Après séchage complet des dépôts, on a placé la plaque dans une cuve de

développement saturée d'un mélange de solvants appropriés jusqu'à une hauteur de 1 cm

environ. Quand le front du solvant a parcouru une distance suffisante, on retire la plaque en

prenant soin de marquer le front de migration. On a laissé sécher la plaque à température

ambiante.

Identification de la cotinine : on a identifié la cotinine sous lumière ultra violette (UV) à 254

nm par son Rf. Ensuite, on a coloré la plaque par le tétraiodobismuthate de potassium plus

connu sous le nom de réactif de Dragendorff qui colore les alcaloïdes en orange.

Le solvant de migration : ce système ( 200 ml )  est constitué de
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_ NH4OH 10 ml (PROLABO).

_ Acétone 80 ml (CARLO ERBA).

_ Benzène 100 ml (SIGMA).

_ Éthanol (95%) 10 ml (SIGMA).

Dans ces conditions, le Rf de la cotinine est de 0,47 (Stalhandske, 1970). Le réactif de

Dragendorff a permis d'identifier la cotinine témoin mais pas celle extraite du cerveau de rat.

Cette coloration a un seuil de détection pour la cotinine que nous avons estimé ≥ 50 ng.

6.4.8. Identification et quantification de la cotinine par chromatographie liquide haute

performance (HPLC). Il s'agit de séparer différents composés par une technique de

séparation dynamique. L'HPLC est fondée sur le partage de la molécule entre deux phases

non miscibles : le solvant ou phase mobile et la colonne ou phase stationnaire. La phase

stationnaire est composée par divers supports de faible granulométrie. La phase mobile est un

solvant pur ou un mélange adapté de solvants. L'échantillon à analyser est injecté en tête de

colonne où il se dissout dans le liquide vecteur. Les constituants du mélange à analyser sont

séparés à la sortie de la colonne et sont détectés par divers procédés (UV, radioactivité,

enzymologie ...). L'HPLC a l'avantage d'être en même temps une technique d'analyse

qualitative et quantitative. Nous avons utilisé la silice comme phase stationnaire. Le principe

de son fonctionnement est l'adsorption. Elle peut être modifiée par le greffage de groupements

fonctionnels hydrophobes en C18. Elle opère selon le mode appelé phase inverse dans lequel

les composés les moins polaires sont les plus fortement retenus.

Mode opératoire : nous avons utilisé une phase mobile à pH=6,1 décrite par Hariharan et al.,

(Hariharan et al., 1988) contenant :

_ Acide citrique 30 mM (Prolabo).

_ Phosphate de potassium dibasique 30 mM (Prolabo).
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_ Sodium heptanesulfonate 1 mM (Sigma).

_ Acétonitrile 50 ml.L-1 (Prolabo).

_ 2-phenylimidazole (standard interne) 1 µg (10 µl de 100 µg.ml-1)

 Nous avons utilisé un détecteur UV à 260 nm et une gamme d'étalonnage constituée de 9

concentrations allant de 1 à 150 ng.ml-1 réalisées dans de l'eau apyrogène. Le dosage RIA

nous a permis d'estimer ces concentrations. La colonne est une Hypersil HPLC column (100 x

4,6 mm) BDS C18 3 µm (SHANDON HPLC). La boucle d'injection est de 20 µl. Le débit de

la phase mobile est  de 1,5 ml.min-1, le temps d'analyse est de 20 min et la pression de 175

bars. Le débit et la pression n'ont pas été strictement identiques pour tous les échantillons

mais, le temps de rétention de la cotinine et son évolution au cours de la journée ont été

contrôlés avec précision en début et en fin de manipulation.

6.4.9. Induction de la tolérance chez le rat Sprague Dawley. Les rats ont été gardés au

moins trois jours pour leur adaptation à une température de 20 ± 2°C au rythme de la lumière

naturelle et avaient libre accès à la nourriture (A04) et à l'eau. Les rats ont reçu au total 11, 22

ou 33 injections intrapéritonéales, 1 injection par jour pendant 3 jours puis 2 injections par

jour pendant 4, 9 ou 15 jours. Les rats ont été sacrifiés par étirement spinal 48 heures après

l'arrêt du traitement, sauf pour les animaux qui étaient prévus pour le Western blot.

6.4.10. Préparation des membranes de poisson Torpedo. Après avoir tué le poisson, les

organes électriques sont récupérés, coupés en petits morceaux (environ 10 g), puis mis dans

de l 'azote liquide et enfin au congélateur à -80°C afin de les conserver. Les membranes de

Torpedo ont été homogénéisées dans le tampon phosphate 50 mM à pH 7,4 et filtrées sur une

gaze, avant de subir une centrifugation à 10 000 rpm, 20 min puis une ultracentrifugation à 22
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000 rpm, 60 min. Les culots membranaires (microsomes) ont été congelés dans l'azote liquide

et stockés à -80°C.

6.4.11. Préparation des membranes de cerveau de rat Sprague Dawley. Après avoir

sacrifié les animaux par dislocation des vertèbres cervicales, les cerveaux ont été prélevés et

rincés dans une solution isotonique de NaCl (0,9%) à 4°C. Les cerveaux entiers ou six régions

cérébrales, obtenues par dissection grossière de 2 à 3 cerveaux, incluant le cortex, le cervelet,

la medulla-oblongata (bulbe), le cerveau moyen (thalamus et hypothalamus), la caudate-

putamen et l'hippocampe ont été homogénéisés à 4°C avec un homogénéiseur Polytron (5 fois

20 secondes) dans 10 volumes (g.ml-1) (cas des rats naïfs) ou 20 volumes (cas des rats

tolérants) de tampon tris-HCl contenant les constituants suivants (mM) à pH 7,4 : Tris-HCl

50; NaCl 120; KCl 5; CaCl2 2; MgCl2 1 et azide de sodium (préservatif) 0,02%. L'homogénat

a été centrifugé 10 min à 4°C à 105 000 g. Le culot membranaire a été remis en suspension et

incubé dans un volume identique d'eau distillée 1 à 2 heures à 4°C pour enlever toute trace de

ligand endogène (Bylund, 1992). Le culot d'une deuxième centrifugation identique a été

réhomogénéisé dans le tampon tris-HCl à 4°C et centrifugé. Le culot final a été remis en

suspension dans 10 volumes de tampon. Les membranes ont été stockées par fractions de 1,5

ml à -80°C jusqu'à leur utilisation. Dans ces conditions, les sites de la [125I]cotinine sont

stables plus d'un an à -20 °C et plus de deux ans à -80 °C.

6.4.12. Dosage des protéines. Les protéines membranaires ont été dosées par la méthode de

Bradford (Bradford, 1976) en utilisant le réactif coloré (bleu de coomassie). Dans ces

conditions, la concentration en protéines est comprise entre 2 et 4 mg.ml-1. Les protéines

solubilisées ont été précipitées à l'acide trichloroacétique (10%; 18h à 4°C) et dosées par la
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méthode de Lowry  (Microlowry test) à l'aide du réactif coloré (DC Protein Assay  BIO-

RAD). La sérum albumine bovine a été utilisée pour la courbe d'étalonnage.

6.4.13. Pureté des produits radioactifs.

6.4.13.a. [125I]cotinine.

Le produit radioactif lyophilisé est dissout dans 5 ml d'eau distillée et stocké à 4°C. Sa pureté

est déterminée par chromatographie sur colonne de Séphadex G-25 M (PHARMACIA). Le

volume mort de la colonne étant de 2,5 ml, nous avons déposé au sommet de cette colonne

une solution de 200 µl de [125I]cotinine et 2300 µl d'eau distillée. Nous avons récolté des

fractions de 500 µl que nous avons compté (Compteur Gamma, PACKARD). Tous les

résultats présentés ont été obtenus avec un radioligand dont la pureté est supérieure à 90%. La

purification de ce radioligand (si nécessaire) a été développée au cours de ce travail. Dans ce

cas, nous avons utilisé une colonne de silice et une élution par un gradient discontinu de

méthanol-chloroforme allant de 0 à 10% de méthanol.

6.4.13.b.[125I]alpha-bungarotoxine (alpha-Bgt). La [125I]alpha-Bgt est conservée à 4°C

diluée dans la BSA 0,1% et l'azide de sodium 0,02% à une concentration finale inférieure à 80

nM. Sa pureté est déterminée également par chromatographie sur colonne de Séphadex G-25

M. Sa pureté est supérieure à 90%. La purification de la [125I]α−Bgt (si nécessaire) a été

réalisée par cette même colonne.

6.4.13.c. [3H]nicotine. La [3H]nicotine est stockée à -20°C dans l'éthanol (100%) à une

concentration inférieure à 200 nM. Sa pureté a été estimée par chromatographie sur couche

mince (CCM) sur plaque de silice en utilisant un mélange de solvants : chloroforme-

méthanol-ammonium hydroxyde (9-1-0.1) comme éluant. Après avoir saturé la cuve avec ce



MATERIELS ET METHODES

mélange, nous avons préparé la plaque CCM. Sur cette plaque, nous avons effectué un dépôt

de 5 µl de nicotine froide, servant de contrôle, et un dépôt voisin de 5µl de nicotine froide et 5

µl de [3H]nicotine. Après avoir séché ces dépôts au sèche-cheveux, nous avons introduit la

plaque CCM dans la cuve où se fera la migration. La migration terminée (30-60 min), nous

avons marqué le front de migration du solvant, nous avons séché la plaque et visualisé les

tâches au fluorimètre à 250 µm. Nous avons entouré au crayon les tâches obtenues pour la

mesure de la distance de migration de chaque dépôt. Ces mesures faites, nous avons calculé le

Rf qui est le rapport de la distance de migration du dépôt sur la distance de migration du

solvant. La nicotine dans ce système a un Rf de 0,7±0,1. Nous avons découpé la plaque CCM

en portions identiques. Chaque portion a été comptée dans un pot à scintillation de 5 ml en

présence de 4 ml de liquide à scintillation INSTA-GEL. Après comptage la pureté a été

estimée par le rapport de la radioactivité (en cpm) de la tâche de la nicotine sur la somme de

la radioactivité de la plaque. L'estimation donne une pureté supérieure à 87% après un an de

stockage. La pureté des autres radioligands tritiés a également été contrôlée de manière

identique suivant le solvant de migation préconisé par le fournisseur.

6.4.14. Interaction de la cotinine avec les sites de la [125I]α−Bgt et de la [3H]nicotine.

En général pour les deux radioligands, les essais de compétition ont été réalisés en

triplicata et les essais de saturation en quadruplicata pour la liaison totale (en absence

d'inhibiteur) et en duplicata pour la liaison non spécifique (en présence d'inhibiteur). Le

volume d'incubation était de 100 µl à l'exception des expériences de saturation des sites de la

[3H]nicotine où il est de 500 µl. Les filtres et la radioactivité totale ont été comptés

directement dans les tubes à hémolyse pour la [125I]α−Bgt (Compteur Gamma, PACKARD)

ou dans 3 ml de liquide de scintillation (INSTA-GEL) pour la [3H]nicotine (Compteur à

Scintillation, BECKMAN).
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6.4.14.a. [125I]α-Bungarotoxine.

L'incubation se fait à 37°C pendant 2-3 h (Marks and Collins, 1982). La concentration en

protéines est de 0,5 mg.ml-1 en présence de BSA 1 mg.ml-1. La concentration du radioligand

est fixe, 1-4 nM, dans les expériences de compétition et varie de 0,1 à 10 nM dans les

expériences de saturation. La nicotine mM permet de déterminer la liaison non spécifique.

L'incubation a été arrêtée par filtration sous vide et 4 lavages par 5 ml de tampon tris-HCl

froid. Les filtres ont été préalablement trempés dans une solution de polyéthylèneimine 0,5 %

pour réduire la liaison non spécifique sur les filtres.

6.4.14.b. [3H]nicotine.

L'incubation se fait à 4°C pendant 90 min (Anderson and Arneric, 1994). La concentration en

protéines est de 0,6 mg.ml-1, la concentration du radioligand est constante, 5-10 nM dans les

expériences de compétition, et varie de 0,1 à 50 nM dans les expériences de saturation. La

liaison non spécifique a été déterminée en utilisant la nicotine 10 µM. L'incubation est arrêtée

par filtration sous vide et 3 lavages par 5 ml de tampon tris-HCl froid. Les filtres sont

préalablement trempés dans une solution de polyéthylèneimine 0,1 % pour réduire la liaison

non spécifique sur les filtres.

6.4.15. Identification des sites de liaison de la [125I]cotinine.

Toutes les expériences de cinétique et de compétition ont été réalisées en triplicata dans un

volume de 100 µl à une concentration fixe du radioligand 67 pM et de protéines 1 mg.ml-1.

L'incubation a  été réalisée dans un tube à hémolyse à 4°C ou à température ambiante (RT).

Toutes les expériences de saturation ont été réalisées en quadruplicata dans un volume de 250

µl, la concentration du radioligand varie de 10 à 600 pM. La concentration en protéines est de

0,25-5 mg.ml-1. La radioactivité a été comptée directement dans des tubes à hémolyse
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(Compteur Gamma PACKARD). Les incubations ont été arrêtées par filtration sous vide et 3

lavages par 5 ml de tampon tris-HCl froid. Les filtres en fibre de verre de type GF/B ont été

trempés dans le même tampon. Généralement, une concentration 1 à 10 mM de l'inhibiteur a

été testée. Les inhibiteurs sélectionnés ont été utilisés à des concentrations plus faibles pour

définir la concentration inhibant 50% de la liaison du radioligand (IC50) (Cheng and Prusoff,

1973).

6.4.16. Études autoradiographiques

6.4.16.a. Conditionnement des cerveaux. Les rats sont sacrifiés par étirement spinal (rats

naïfs et rats tolérants) ou anesthésiés par du chloroforme (voir étude de la biodisponibilité de

la cotinine chez le rat). Les cerveaux ont été prélevés  rapidement et lavés dans une solution

isotonique (NaCl 0,9%) à 4°C, puis plongés dans de l’isopentane maintenu à -35°C par de

l’azote liquide (Herkenham and Pert, 1982). Des coupes rostro-caudales ou sagittales ont été

obtenues au cryostat (tissue TEK II MILES) thermostaté à -15°C. Les coupes ont été montées

sur des lames gélatinées. Les lames ont été gélatinées par 3 trempages dans 500 ml d'eau

contenant 5 g de gélatine et 0,25 g de chrome d’alun à 50°C et séchées à l'air une nuit. Les

coupes ont été placées une nuit au dessiccateur à 4°C et peuvent être stockées à -80°C, dans

un dessiccateur, pendant plus de 24 heures (Clarke et al., 1984; Clarke et al., 1985).

6.4.16.b. Préincubation. Cette étape est nécessaire pour la [125I]alpha-Bgt mais n'est pas

nécessaire pour la [3H]nicotine (Clarke et al., 1985) et la [125I]cotinine. Les coupes sont

préincubées 30 min à  température ambiante  avec de la BSA 1 mg.ml-1 en absence (liaison

totale) ou en présence de nicotine 1 mM (liaison non spécifique) ou cotinine 1 mM ou 1 µM.



MATERIELS ET METHODES

6.4.16.c. Incubation. Les coupes sont incubées 2 h avec la  [125I]α−Bgt, 20 min avec la

[3H]nicotine à température ambiante  ou 60 min à 4°C avec la [125I]cotinine, en présence

(liaison non spécifique LNS) ou non (liaison totale, LT) de l’inhibiteur pour la définition de la

LNS. La différence entre la LT et la LNS permet d'obtenir la liaison spécifique du

radioligand. La LNS a été définie en présence de nicotine mM ([125I]α−Bgt) ou 10 µM

([3H]nicotine) (Clarke et al., 1985). Pour la [125I]cotinine, la LNS est déterminée avec la

nicotine ou la cotinine 1 mM.

6.4.16.d. Arrêt de l'incubation. Les coupes ont été lavées 4 fois pendant 30 s ([3H]nicotine

et [125I]cotinine) ou 6 fois pendant 30 min ([125I]α−Bgt) dans 500 ml de tampon tris-HCl

50 mM ([125I]αBgt ) ou 500 ml de tampon tris-HCl contenant du CaCl2 5 mM ([3H]nicotine

et [125I]cotinine), séchées sous un filet d'air frais, puis stockées 24 heures dans un

dessiccateur, afin d’éliminer toute trace d’humidité sur les coupes.

6.4.16.e. Exposition et développement. Les coupes sont alors placées (pour obtenir des

images) ou non (pour quantification rapide) sous film autoradiographique (X-OMAT AR,

KODAK) en présence d’étalons radioactifs (microscales, AMERSHAM) et exposées dans des

cassettes à rayons X (KODAK) pendant 12-14 semaines à -80°C ([3H]nicotine) ou 2-5

semaines à température ambiante ([125I]α−Bgt et [125I]cotinine). Les films sont alors

développés automatiquement dans un développeur RX-XP 505 (3M) ou manuellement

(Clarke et al., 1985).

6.4.16.f. Quantification. Les autoradiogrammes ainsi obtenus sont alors quantifiés par

densitométrie, grâce aux étalons et un analyseur d’images BIOCOM (version 1.50 b). Lorsque

les coupes sont destinées à la quantification rapide, elles sont grattées et récupérées dans des
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tubes à hémolyse ([125I]cotinine et [125I]α−Bgt) ou dans des flacons à scintillation

([3H]nicotine) et comptées (Clarke et al., 1985).

6.4.17. Purification des sites de la cotinine

6.4.17.a. Solubilisation des sites de la [125I]cotinine. Toutes les étapes sont réalisées à 4°C.

Les cerveaux de 5 rats mâles (sacrifiés par étirement spinal) sont prélevés rapidement, lavés

dans du NaCl  0,9%, puis homogénéisés dans 10 ml.g-1 de cerveau dans le tampon Tris-HCl

50 mM (pH 7,4). L'homogénat est centrifugé à 45 000 g pendant 10 min et le culot est soumis

à la même opération. Le culot final est mis à incuber 90 min sous agitation dans 100 ml de

tampon tris 50 mM, PMSF 1 mM, EGTA 1 mM, CHAPS 10 mM. Une dernière centrifugation

de 30 min à 40 000 g est réalisée et le surnageant final est récupéré.

6.4.17.b. Enlèvement du CHAPS par l'adsorbant Bio-Beads SM-2. La concentration de

CHAPS 10 mM est supérieure à la concentration micellaire critique (CMC). Le détergent a

été enlevé par adsorption sur des billes de Bio-Beads suivant le protocole de Holloway

(Holloway, 1973). Les billes sont mises en solution avec le tampon Tris-HCl pH=7,4, sous

agitation et dégazées. On décante l'excès de solvant, et on ajoute 20 g de billes mouillées aux

100 ml de protéines solubilisées. On laisse incuber sous agitation à 4°C pendant une nuit. La

solution de protéines est récupérée par filtration.

6.4.17.c. Synthèse de la N,n-propyl carboxamide cotinine. La carboxycotinine 2,3 mmole,

la propylamine 3,4 mmole et 1,3 dicyclohexylcarbodiimide 2,5 mmole sont incubés dans 20

ml diméthylformamide à température ambiante pendant 4 heures sous agitation dans un ballon

fermé. Le précipité est filtré sur filtre Wathman (GF/B). Plusieurs précipitations avec des

solvants organiques (chloroforme, éther...) ont été réalisées.
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6.4.17.e. Vérification du produit de synthèse. L’analyse CCM (plaque de silice;

méthanol/chloroforme 10%-90%) a montré 2 produits de synthèse majoritaires (Rf 1=0,59 et

Rf 2=0,71), un 3ème produit, en très faible quantité, (Rf 3=0,91) et la carboxycotinine

(Rf=0,15). Une colonne de silice a été utilisée pour séparer ces 4 produits sur un gradient

discontinu de méthanol/chloroforme allant de 0% à 10% méthanol. La structure de la N,n-

propyl-carboxamide cotinine (supposée être le produit de Rf 2=0,71) a été obtenue par IR

(avec le Nujol), et RMN du 1H et 13C (avec du chloroforme deutéré CDCl3).

6.4.17.f. Utilisation de la carboxycotinine pour la préparation de la colonne d'affinité. A

partir de 15 ml de gel EAH Sépharose 4B lavé par 80 ml de NaCl  0,5 M par ml de gel, on fait

le couplage entre la carboxycotinine en excès (20 fois la concentration du bras espaceur) et le

gel. La carbodiimide (0,1 M) permet la formation de liaison amide entre la fonction

carboxylique du ligand et la fonction amine portée par le bras espaceur du gel. La réaction a

été faite pendant 24 heures sous agitation, à température ambiante. L'excès de ligand est

éliminé par trois lavages successifs en alternant 100 ml de tampon acétate 100 mM ; NaCl

500 mM (pH 4) et du tampon tris-HCl 100 mM ; NaCl 500 mM (pH 8,3) (PHARMACIA). Le

gel est alors dégazé et placé dans la colonne puis tassé avec un flux de 0,6 ml.min-1 en évitant

la formation de bulles d'air. Il est conservé à 4°C dans l'éthanol (20 %).

6.4.17.g. Purification par chromatographie d'affinité.

Premier tour de colonne. Les protéines solubilisées (100 ml) sont concentrées dix fois par

dialyse de flux dans des membranes de dialyse ou "boudins" (SPECTRAPOR seuil de

coupure : 6 000-8 000). 1,6 ml du matériel concentré (20 mg protéines) est déposé sur la

colonne et élué par 10 fois 5 ml de tampon Tris-HCl 50 mM CHAPS 1mM  (pH 7,5)

(Fractions de 1 à 10), 10 fois 5 ml de même tampon contenant  de la cotinine 1mM (Fractions
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de 11 à 20), 10 fois 5 ml de même tampon contenant 0,2 M NaCl (Fractions de 21 à 30). La

colonne est ensuite lavée par 100 ml de tampon d'élution. La colonne est régénérée par 3

lavages alternatifs par les deux tampons à haut et à bas pH utilisés lors de la synthèse de la

colonne (tampon acétate et tris-HCl). Finalement le gel est rééquilibré dans le tampon

d'élution et conservé à 4°C en présence d'éthanol (20 %) (PHARMACIA).

Les fractions de 5 ml sont recueillies avec un flux de 0,4 ml.min-1 (67 % flux du tassement) à

l'aide d'une pompe péristaltique (GILSON). On mesure la concentration en protéines de

chaque fraction par la méthode de Lowry (Microlowry test), sensible pour de faibles

concentrations en protéines. La gamme étalon est réalisée avec de la sérum albumine bovine

(SAB).

Les protéines des fractions 11 à 20 obtenues lors du premier tour de colonne sont d'abord

précipitées pour pouvoir être dosées. 2 ml de chaque fraction sont précipités par incubation

avec de l'acide trichloro-acétique (TCA) 10% pendant 48 h , puis centrifugés à 15 000 g

(toutes les étapes sont faites à 4°C). Après 3 lavages du culot avec de l'éther-éthanol (1-2 v/v)

et aspiration, le culot est repris dans 200 µl de tampon tris-HCl 50 mM; CHAPS 1mM;

pH=7,5.

Deuxième tour de colonne. 5 passages par la colonne d'affinité (premier tour) ont été

réalisés. Les fractions 11 à 20, de 4 de ces 5 passages ont été concentrées par dialyse de flux à

4°C et dialysées contre 5 litres d'eau distillée (12 heures) (4 changements). Le matériel est

ensuite lyophilisé et repris dans 2 ml de tampon d'élution. 1,6 ml ont été repassés par colonne

(deuxième tour) et ont subi les mêmes opérations décrites lors du premier tour. Les fractions

11 à 20, éluées par la cotinine 1 mM au second tour, ont été concentrées, dialysées,

lyophilisées et stockées à -20°C jusqu'à l'analyse SDS-PAGE.
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6.4.18 Production des anticorps anti-récepteurs de la cotinine. Nous avons injecté en

primovaccination 20 µg des protéines isolées par chromatographie d’affinité dans le muscle

de la cuisse de la souris dans l’adjuvant complet de Freud. 2-3 autres vaccinations ont été

faites avec des quantités plus faibles de protéines (environ 5 µg) dans l’adjuvant incomplet de

Freud et espacées par 1 mois. Les sérums ont été récupérés au niveau de la veine caudale au

7ème jour après chaque vaccination pour suivre la production des anticorps.

 6.4.19 Analyse par SDS-PAGE et par Western blot. Le matériel lyophilisé des protéines

du deuxième tour ainsi que les protéines de départ et du premier tour a été analysé par SDS-

PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) selon Laemli

(Laemmli, 1970). Les échantillons sont préparés dans le tampon de dépôt (80 mM Tris-HCl ,

pH=6,8 ; 10% glycérol; 0,02% Bleu de bromophénol; 2% SDS) et soumis à électrophorèse

dans un gel de polyacrylamide à 12% (25 V 30 minutes et 30 V 2 h 30 min). Après migration,

le gel est coloré par le bleu de Coomassie ou par le nitrate d'argent.

Pour les expériences de Western blot, les animaux sont sacrifiés directement après

l’arrêt du traitement. Les tissus sont mis en suspension grâce au tampon Tris-HCl pH7,6

0,01M ; NaCl 0,1 M ; EDTA 0,001 M pH8 ; aprotinine 1 µg/ml; PMSF 100 µg/ml. On ajoute

ensuite le même volume du tampon de dépôt des protéines 2 X. Les échantillons sont ensuite

bouillis 10 min et soniqué aux maximum 2 min. Ils sont centrifugés à 10000 g 10 min et le

surnagent conservé à –20 °C. Après SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur membrane

de nitrocellulose et les membranes sont ensuite saturées, lavées, incubées avec le sérum et

révélées.

6.4.20. Criblage immunologique. Les bactéries sont préparées et incubées avec le phage,

mélangées au soft Agar (Agarose) puis étalées sur boîte d’Agar. Elles sont incubées à 42 °C
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pour induire le cycle lytique du phage pendant 2h 30 min. Un Filtre de nitrocellulose imbibé

d’inducteur de la β-galactosidase et non dégradable l’IPTG est soigneusement déposé sur la

culture. Les boîtes sont transférées à 37 °C pendant 4 heures. Les filtres sont récupérés, après

orientation par rapport à la boite pour pouvoir retrouver précisément la plage de lyse qui a

produit la réaction immunologique. Le filtre est ensuite traité comme lors d’un Western blot

(sauf qu’il n’y a pas eu de SDS-PAGE). Le signal est localisé et le phage repris pour subir un

2ème et un 3ème si nécessaire jusqu’à obtention d’un clone pur. Généralement un deuxième tour

est suffisant, car au 2ème tour on étale 1-10 clone par cm2 et le repiquage est facile à réaliser.

6.4.21. Préparation du clone. Nous avons utilisé deux méthodes suivant le cas. Le phage

λgt11 a été préparé en milieu solide pour obtenir suffisamment d’ADN à l’excision. L’insert a

été obtenu et cloné dans le plasmide BS (Blue Script) pour le séquençage et l’analyse par les

enzymes de restriction. Le phage ZAPExpress a été excisé in vivo, car ce phage peut être

converti en plasmide in vivo.

6.4.22. Étude comportementales. Les effets de l’administration de la nicotine et de la

cotinine ont été étudiés chez la souris Mus musculus. Les alcaloïdes ont été mis en solution

fraîche tous les soirs dans l’eau de boisson et présentés ad libitum comme seule source d’eau

(accès imposé) ou en présence d’une seconde source d’eau (accès choix). L’eau sert de

contrôle aux effets des alcaloïdes. La croissance pondérale a été suivie par pesée tous les 3-4

jours et constitue par conséquent une habituation des animaux aux stress de la manipulation

par l’expérimentateur, préalable à la mesure de l’activité openfield.

L’activité openfield a été mesurée dans un champ ouvert de 60 cm de diamètre, sur un

fond blanc marqué de case pour étudier les effets moteurs par dénombrement.
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Toutes les observations ont été effectuées entre 9 et 13 heures dans une salle

d’expérimentation calme. Chaque animal a été déposé au centre du champ et retiré au bout de

3 min. Certains groupes ont été évalués à deux reprises séparées par un intervalle de temps de

4 ou 7 jours.

Les effets sur le déplacement dans le centre du champ mesure les effets moteur-

émotionnels (ME). Dans la périphérie du champ les effets moteurs (M). Le nombre de

redressement sur les pattes postérieures sans appui sur la paroi l’exploration distale (Rearing

ED). Le nombre de redressement avec appui sur la paroi l’exploration proximale (EP). Les

effets sur les réactions de toilettes (AT) et les défécations (AE) mesurent l’anxiété.

Les effets sur l’analgésie d’origine spinale ont été mesurés par le test du retrait de la

queue grâce à un appareil ‘’tail-flick’’ APPELEX (FRANCE).

6.4.21. Analyse des données. Les données de la toxicité chez l'insecte et chez la souris ont été

exprimées en fraction survivante. Chez les insectes, le logarithme de la fraction survivante a

été utilisé pour la linéarisation (Steel and Peckham, 1979). Les données ont été analysées par

deux méthodes :

 Méthode de Wadley (Wadley, 1945).

A- Phase préliminaire. Elle consiste en l'établissement des courbes dose-effet des

produits à étudier. On considère deux produits Pa et Pb pour lesquels on a tracé les

courbes dose-effet. On calcule ensuite l'activité (insecticide) relative (A.I.R) par la

formule:

B- A.I.R = (DL50Pa/DL50Pb+DL90Pa/DL90Pb)/2.
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C- Mise en évidence de la synergie. On fait plusieurs mélanges de Pa et Pb qui diffèrent

par les concentrations utilisées. On va convertir la doses de Pb en doses de Pa par le

calcul suivant :

D- dose Pa = dose Pb x A.I.R

Ainsi on peut calculer la dose totale de Pa dans le mélange. Dès lors on peut calculer le

pourcentage de mortalité théorique du mélange. Ceci suggère que l'effet est dû à la simple

somme des deux produits Pa et Pb. Par l'expérimentation, si la mortalité engendrée par le

mélange est supérieure à la mortalité théorique, on peut conclure qu'il y a synergie

(interaction supra-additive) dans l'effet des Pa et Pb. Si la mortalité expérimentale n'est pas

différente de la mortalité théorique, on dit qu'il y a addition des effets de Pa et Pb (pas de

synergie). Si la mortalité expérimentale est inférieure à la mortalité théorique, on dit qu'il y a

interaction antagoniste dans l'effet des Pa et Pb.

Méthode de Steel et Peckham (Steel and Peckham, 1979). Il est très difficile d'additionner

de façon simple deux effets (exemple les rayons de deux sphères ne s'additionnent pas de

façon simple). De plus, cette méthode n'intègre dans son analyse que les doses actives des

produits.

Si les courbes dose-effet sont linéaires on obtient un isobologramme linéaire.

Si les courbes dose-effet ne sont pas linéaires, le calcul du mode I et du mode II permet

de tracer une enveloppe dite d'additivité.

Toutes les itérations ont été réalisées dans le programme Enzfitter de régression non-linéaire

(Leatherbarrow, 1987) comparable au programme Ligand de Munson et Rodbard (Munson

and Rodbard, 1980).
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Dans les cas d'un modèle apparent à un site, les IC50 ont été estimés graphiquement

(Cheng and Prusoff, 1973). Les données de compétition ont été, parfois, transformées en

saturation et les constantes de dissociation, (Kd) du ligand froid ont été estimées par itération.

Dans cette transformation, le lié (B) = inhibition (en % ou en fmole.mg-1 protéine) et le libre

(F) = concentration de l'inhibiteur (Bylund, 1986).

La méthode de Swillens (Swillens, 1992) permet une détermination directe de la

concentration totale en récepteurs (Bmax) à partir d'une courbe d'inhibition compétitive

homologue par : Bmax = IC50 x Bs,o / L   avec Bs,o = Bt,o - αL où Bt,o est la liaison totale, α le

taux de liaison non spécifique et L la concentration du radioligand.

Les données d’électrophorèse et de Western blot ont été quantifiées par densimétrie

pour obtenir l’aire sous la courbe (AUC) ou la hauteur du pic.

  6.4.22. Statistique.

Les données de toxicité aiguë ont été testées par la loi normale (si np et n(p-1) ≥ 5) ou

directement comparées dans la Table de Mainland, Herrera et Sutcliffe (si np ou n(p-1) < 5 (n

est égal au nombre d’individu et p à la fraction survivante).

Les données de la biodisponibilité, de la péroxydation lipidique, de la psychomotricité

(champ openfield), des gels, Western Blot etc ont été analysées par ANOVA (analyse de

variance) une, deux ou trois voies selon les cas. Les comparaisons sont généralement faites au

seuil de Scheffé (Sα
^2 = (a-1)F(a-1 ; n-a ; α) , a est le nombre de groupe).

L’homogénéité des variances a été jugée par les tests de Cochran (Smax
^2/ΣSi

^2) ou

Hartley (Smax
^2/Smin

^2). La normalité a été jugée par le test rapide de Davis (E/s).

Dans les études de liaison des radioligands (compétition et saturation) et de

biodisponibilité, le modèle complexe est acceptable lorsqu’il réduit significativement le χ2.

Le t est dans ce cas calculé par le rapport χ2 du modèle simple sur χ2 du modèle complexe et

testé dans la table du t.
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