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RESUME

Les Ztudes comparatives de la nicotine et de son mZtabolite obtenu par addition d'une fonctic
cZtone era par rapport ~ l'azote du noyauyrrolidine, la cotinine, ont ZtZ rZalisZes par diffZrentes
approches expZrimentales : interaction toxique chez la mouche et chez la souris, interaction avec |
rZcepteurs nicotiniques ~ l'acZtylcholine neuronaux et pZriphZriques, Ztude du passage de la cotin
dans le cerveau et de sa rZgulation chez le rat, usaggl@6llaotinine pour Ztudier les rZcepteurs de
la cotinine, analyse autoradiographique de ces rZceptdtets de 'administration de nicotine et de
cotinine sur la modulation des rZcepteurs nicotiniques " 'acZtylcholine neuronaux et purification dt
rZcepteur de la cotinine par chromatographie d‘affinitZ.

Les expZriences rZalisZes, dans les conditions adoptZes, ont montrZ que la mZtabolisation de

nicotine :

1 - attZnue sa toxicitZ de 50 fois, par pulvZrisation, chez la mouche et de 250 fois, par Vvoi
intrapZritoneale, chez la souris.

2 - donne un produit d'oxydation (cotinine) relativement moins actif et un produit de
dZmZthylation (nornicotine) relativement tres actif. Le premier agit avec la nicotine par des
mZcanismes distincts (supra-additivitZ ou synergie), alors que le second agit avec la nicotine par d
mZcanismes communs (additivitZ ou antagonisme). L'hexamZthonium, un ganglioplZgique, n
confZrant pas de rZsistance " la toxicitZ du mZlange de nicotine et de cotinine suggere une toxici
centrale.

3 - attZnue son affinitZ pour les rZcepteurs nicotiniques "~ l'acZtylcholine pZriphZriques e

neuronaux majeurs.
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4 - attZnue fortement son passage dans le cerveau du rat vigilant et soumet ce passage
contr™le du systeme nicotinique pZriphZrique.

5 - attZnue et modifie ses actions modulatrices sur les rZcepteurs nicotiniques " l'acZtylcholin
neuronaux.

6 - augmente sa sZlectivitZ pour certains rZcepteurs nicotiniques " l'acZtylcholine neuronau

mineurs.

Ainsi, la mZtabolisation de la nicotine attZnue fortement sa toxicitZ, rZduit ses activitZs e
oriente de fason bZnZfique ses propriZtZs pharmacologiques par une augmentation de sa sZlectivitZ |

certains rZcepteurs nicotiniqud&cZtylcholine neuronaux.



ABSTRACT

The comparative studies of nicotine and its derivative, resulted by ketone graftingaat the
position to the nitrogen of the pyrrolidine ring, were investigated by distinct experimental means : toxic
interactions in flies and mice, binding to the peripheral and to neuronal nicotinic acetylcholine
receptors, blood-brain barrier permeability and its modulation, ugE26f]cotinine to study cotinine
receptors, autoradiographic distribution of cotinine receptors, nicotine or cotinine induced modulatior
of neuronal nicotinic acetylcholine receptors and affinity chromatography purification of cotinine
receptors.

The results of the experiments, perfornaeder our conditions, reveal that nicotine metabolism

1 - lowers its toxicity by 50, by spraying, in flies and 250 times, by intraperitoneal route, in
mice.

2 - produces an oxide derivative (cotinine), relatively low active and a demethyl derivative
(nornicotine), relatively very active.

The former acts with nicotine by distinct mechanisms (supra-additive or synergism), while the
later acts with nicotine by common mechanisms (additive or antagonism).

Hexamethonium did not protect against nicotine and cotinine mixtures toxicity suggesting
central effect.

3 - lowers its affinity for peripheral and major neuronal nicotinic acetylcholine receptors.

4 - lowers its ability to pass the blood-brain barrier, in the vigilant rat, and suthecimssage
to the control of peripheral nicotinic mechanisms.

5 - lowers and modifies its modulator actimrsneuronal nicotinic acetylcholine receptors.

6 - enhances its selectivity for minor subtypes of neuronal nicotinic acetylcholine receptors.



Thus, nicotine metabolism lowers its toxicity and its activities, and directs beneficially its
pharmacological properties by enhancing its selectivity for subtypes of neuronal nicotinic acetylcholine

receptors.



INTRODUCTION GENERALE

LorsquOen 1492 les compagnons de Christophe Colomb dZcouvrent IOusage du tabac par
indigenes dOAmMZrique, ils nOont pas tardZ " les imiter et ~ IOimporter vers IOEurope. Ainsi IOusage
culture de cette plante se rZpandirent en Europe vers feskble. Il parait que les Egyptiens ont
connu le tabac bien avant, puisque des restes de feuilles de tabac ont ZtZ formellement identifiZs pa
professeur Metcalfe, spZcialiste mondial en anatomie vZgZtale, dans la momie de Ramsss Il et qt
meme sOil sOagissait dOun faux, les datations indiquent au moins un %.ge antZfiaincku Rivé
vite, IOusage du tabac a dZpassZ celui dOautres plantes ~ fumer comme le chanvre, |I0elgalyptus
datura qui se retrouvent respectivement auB2et £ rang. Ce succes faisait dire ~ Fiquier en 1853 :
"CultivZ aujourdOhui sous toutes les latitudes, cette plante pla’t aux negres, aux Hottentos, a
Samoyedes, aux naturels de la Nouvelle-Hollande comme aux peuples les plus civilisZs de IOEurope
du Nouveau Monde. On se demande ce qui a valu au tabac cette prodigieuse fortune ? Comment L
herbe fZtide, fumZe par les sauvages de IOAmZrique, a-t-elle soumis le monde presque entier ~
empire qui ne fait que sOaccro”tre chaque jour ?" COest ~ cette question, du moins en partie, que ten

rZpondre notre travail sur la cotinine.
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f TUDE BIBLIOGRAPHIIQUE

Chapitre | : Le tabagisme une dZpendance comme les autres

Bien que le "rZpertoire" des mZfaits liZs au tabagisme ne cesse de s'agrandir (Tuchais
Tuchais, 1994), de nouveaux fumeurs sont constamment recrutZs parmi les jeunes. Le pourcentage
fumeurs femmes tend ~ rejoindre celui des hommes. Pratiquement, deux personnes sur trois so
exposZes volontairement ou involontairement aux risques liZs au tabagisme (Perriot,' 1€88). du
tabac, est-il donc une dZpendance ou uniquement une habitude ? Est-ce que le tabac apporte un cor
pour les fumeurs ou s'agit-il simplement d'un effet de mode ?

En 1975 I'Organisation Mondiale de la Saftd.M.S.) dZfinissait la dZpendance comme "un
Ztat psychique et parfois physique, rZsultant de l'interaction entre un organisme vivant et un produ
caractZrisZ par des rZponses comportementales et autres qui comportent toujours une compulsio
prendre le produit sur un rythme continu ou pZriodique de fason ~ en ressentir ses effets psychiques,
parfois, ~ Zviter I'inconfort de son absence (sevrage). La tolZrance peut stre ou non prXseEntitte,
la consommation du tabac peut etre considZrZe comme une dZpendance au meme titre que celle
autres drogues, dites dures (Le Houezec et Molimard, 1986). Ce point de vue est partagZ par de t
nombreux auteurs (Bessdi992; Fiore, 1992; Clarke, 1994). La substance admise comme responsable
de cette dZpendance physique au tabac est la nicotine (Stolerman, 1994), mais la possibilitZ
l'intervention d'autres alcalosdes du tabdableau 1), de faeon directe (Dar ei., 1993; 1994; Fuxe
et al., 1979; Risner et al., 1985; 1988; Andersson et al., 1993), ou vraisemblablement en synergie av

la nicotine (Dousset et al., 1992; Perriot, 1993), n'est pas ~ exclure.



.1 LE TABAGISME.
1.1.1.Les constituants de la fumZe de tabac.
La fumZe de tabac contient plus de 4 000 constituants parmi lesquels des alcalosdes. Parmi c

alcaloedes la nicotind &bleau 1).

Tableau 1 : teneurs comparatives en alcaloedes dans le tabac manufacturZ et la fumZe de cigarette

Dans Perriot (1993) et modifiZe par HZe de I'Association de Recherche sur les NicotianZes (SEIT

RECHERCHE).

Alcalosdes mg d'alcaloede par g (FumZe: ug par cigarette
tabac

Nicotine 20 100-2000
Anabasine 0,11 3-12
Anatabine 0,54 3-14
Cotinine ? 9-57
Myosmine ? 9
Harmane 0,1-0,2 10-20
Norharmane 0,1-0,2 10-20
Nornicotine 0,64 27-88

"Un alcaloede est une substance azotZe d'origine vZgZtale, active ~ faible dose et toxique". Da
la feuille de tabaon trouve ~ ¢™tZ de la nicotine d'autres alcaloedes, comme la nornicotine (dZpourv
du radical N-mZthyl), I'anabasine (isomere de la nicotine, formZ par la transposition de la cha’ne N

mZthylique qui transforme le noyau pyrrolidine en noyau pipZridine), la cotinine (formZe par auto-
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oxydation de la nicotine lors de la fermentation pendant le sZchage des feuilles), I'anatabine, |

myosmine, I'harmane et le norharmafRgre 1).

AN N -
X3 o Q)
7 |

Nicotine g

\ =
@’O|\N|\NQ_N\Q\N
/

S V4

Nornicoting W

Figure 1 : Structure des diffZrents alcaloedes de la feuille du tabac.

Ces diffZrents alcaloesdes sont prZseritat de tracesT@bleau 1). In vivg, c'est la nicotine et

la cotinine qui prZsentent un grand intZret vu leurs concentrations plasmatiques (Bovanah9so;

Di Giusto et Eckard, 1988; Benowitz et al., 1983a; Jacob et Benowitz, 1988).

1.1.2. La nicotine.

C'est le principal alcaloede du tabac. Elle reprZskdfe du poids sec de la planfdi¢otiana tabacum

L. et Nicotiana rustical.). La nicotine a ZtZ isolZe du tabac pour la premiere fois par Posselt et
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Reimann en 1828. Sa formule brute a ZtZ Ztablie par Melsens en 1843 et confirmZe par Barral en 18
Sa synthese a ZtZ rZalisZe par Pictet et CrZpieux en 1895 et c'est Kinig qui dZtermina sa masse mol:
en 1940. On trouve la nicotine dans dautres plantes coiguésetum (prele), Lycopodium
(lycopodes) eZinnia elegangcomposZe) et sous forme de traces dans d'autres SolapieZegie la

tomate, l'aubergine et la pomme de terre. C'est une base de pKa proche de 8 et sa masse molaire

Zgale ~ 162,24. Sa formule brute esygH14N2. Sa structure Rigure 1) comporte un noyau
pyridinique et un noyau pyrrolidinique.

Il existe deux stZrZoisomeres (L et D-nicotine). La L-nicotine Ztant beaucoup plus prZsente €
environ 100 fois plus active que la D-nicotine. Liposoluble et hydromiscible, la nicotine possede une

grande capacitZ d'absorption par les membranes. Enfin, elle esil0%e aux protZines et son volume

de distribution est de 1 ~ 3 L.k§ (Tableau 2). AbsorbZe ~ travers les muqueuses buccales, nasales et

alvZolaires des poumons, 90% de la nicotine passe dans le sang et gagne le cerveau en quelg
secondes. Par voie digestivre grande partie de la nicotine est mZtabolisZe lors du premier passage
hZpatique en cotinine et en N-oxyde de nicotine qui sont supposZs etre pharmacologiquement inertes.

L a nicotine est un poison violent, la dose IZtale est de 60 mg. Chez les jeunes enfants, qui sa

morts apres avoir mangZ des cigarettes, la dose ingZrZe toxiquestiridze ~ 0,5 mg.ké. La nicotine

se fixe sur les rZcepteurs cholinergiques dits "nicotiniques” centraux et pZriphZriques, tres ubiquitaire:
Ces rZcepteurs appartiennent ~ la super famille des rZcepteurs canfmute dose la nicotine les
bloque, ~ faible dose elle les excite et fait libZrer, par le neurone d'aval, la noradrZnaline, la sZrotonir
et peut-etre aussi la dopamine. La nicotine agirait sur les Zicosanoedes et l'ensemble de
prostaglandines. Chez le fumeur chronique, les doses de nicotine absorbZes provoquent ul
vasoconstriction, une tachycardie et une ZlZvation de la pression artZrielle (Roserabef®@d).

Ces effets peuventre bloquZs par un ganglioplZgique comme I'hexamZthonium.



En conclusion la nicotine est importante en biologie humaine par :

* La dZpendance qu'elle induit chez les fumeurs : proclamZe par I'O.M.S. confii@uursocial qui
touche une grande partie de la sociZtZ, avec des consZquences graves sur la santZ.

* Le nombre ZlevZ des maladies cardio-vasculaires attribuZes ~ sa consommation excessive.

* Les consZquences nZfastes sur la santZ des bZbZs lorsque les mamans fument.

* Les promesses quant ~ son utilisation comme mZdicament dans certaines pathologies.

1.1.3. La cotinine.

Il existe relativement peu de travaux sur les effets pharmacologiques de la cotinm&tgujugZe,
pendant tres longtemps, totalement dZpourvue d'activitZ.

La cotinine est un dZrivZ oxygZnZ de nicotine, qui porte un groupe cZtonique au niveau du noy:
pyrrolidine Figure 1). La cotinine a ZtZ obtenue en 1893 par Pinner et signalZe par Jonstone e
Plimmer dans la feuille de tabac. Elle appara’t par auto-oxydation de la nicotine lors de la fermentatic
pendant le sZchage des feuilles. La cotinine a pour formule brgite N20O, sa masse molaire est de
176,24 et son pKa est de 7,5. C'est donc une base plus faible que son prZcurseur, elle est t
hygroscopique, hydromiscible et liposoluble. La cotinine appara” chez le fumeur lors de la
mZtabolisation de la nicotine. Elle est le mZtabolite majeur puisqu'elle reprZ8éntele ce

mZtabolisme. Elle peut provenir de la fumZe, mais en faible quardttieéu 1). Les caractZristiques

pharmacocinZtiques de la cotinine, en particulier une demi-vie tres longue (15 h), en font un exceller

marqueur tabagique (Pomerleawakt 1990) Tableau 2).
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La cotinine est 100 (voie intrapZritonZale) ~ 1000 (voie intraveineuse) fois moins toxique que la
nicotine (Chahine, 1989). Actuellement, on admet que la cotinine est responsable de certaines activit
pharmacologiques :

* Contrairement " la nicotine, la cotinine dZtermine un rel%.chement musculaiee etvasodilatation
(Smith et al., 1994; Chahine et al., 1996).

* Comme la nicotine, la cotinine inhibe diffZrentes Ztapes de la biosynthese des oestrogenes et de
androgenes (Barbieri &tl., 1989).

* Comme la nicotine, la cotinine peut avoir une activitZ fibrinolytique (Chahiale, 41990).

* La cotinine inverse l'effet de la nicotine sur la pression chez le chien anesthZsiZ (Borzelleca et
1962).

* La cotinine et la nicotine ont des effets opposZs sur la biosynthese des prostacyclines (D8fan,
Chahine et al., 1990).

* La cotinine entra’ne une dZpression respiratoire (Borzelleda £962).

* Ses effets centraux se rZsument dans son action analgZsique, son inhibition de I'’Zveil, du sens

I'’Zquilibre, de la curiositZ et dans son pouvoir potentialisateur des hypnotiques (Chahine, 1989).

En conclusion, la cotinine est importante en biologie humaine par :

* Sa contribution probable aux phZnomenes de la dZpendance tabagique.
* Son opposition aux effets nZfastes de la nicotine sur le systeme cardio-vasculaire.
* Son utilisation efficace comme marqueur tabagique pour le suivi mZdical.,

* Les promesses quant ~ son utilisation comme mZdicament dans certaines pathologies.



Tableau 2 : parametres pharmacocinZtiques de la nicotine et de la cotinine. Dans Albenque (1994).

1.1.4. Les autres alcaloedes.

Leur structure est reprZsentZe sufijure 1. Le Tableau 3 rZsume leurs actions pharmacologiques

aux doses actives, leurs effets mutag«ewsu tZratogenes.

Alcaloede Nicotine Cotinine

Absorption Surtout pulmonaire Surtout biosynthZtisZe
DZpend du pH

Distribution Pic plasmatique prZcoce | Pas de pic plasmatique
Liaison aux protZines 10| Liaison auxprotZines 26%
20%
Vd=183+49 L Vd=88+17L

MZtabolisme HZpatique : 80% HZpatique : 60%
mZtabolites essentiels : | mZtabolites essentiels :
Cotinine 70% Cotinine N-oxyde
Nicotine N-oxyde 4% Trans 3' hydroxycotinine-

g-(3 pyridyl)-goxo N-
mZthyl butyramide

Elimination RZnale : 16%) dZpend d| RZnale {7%) : augmente
pH pH acidifiZ
demi-vie = 2h Demi-vie =15+ 4 h
CLT=13+0,3Lmirl |CLT=0,06+0,01L.minl




22

Tableau 3 : RZcapitulatif des effets pharmacologigues, mutagenes (test d’/Ames ou microsome:

de Salmonelle) et tZratogenes (test sur embryons de XZnopus) des alcaloedes du tabac. D'apr

Borzelleca etal., 1962; Kim etal., 1968; Dawson eal., 1988: Perriot, 1998 Tuchais et Tuchais,

1994... La valeul00% est attribuZe " I'activitZ de la nicotine.

Alcaloede Nicotine Cotinine Nornicotin | Anabasine [ Myosmine
e

Contraction dq 100% infZrieure 194 5-10% 18% 0,2-0,5%

l'ilZon

RZflexe 100% infZrieure 194 50% 20% 10%

mZdullaire

Effet presseur | 100% ~ 0% 20% 20% ?

Effet sur 19 Inhibition de |3

synthese  de| synthese  de|idem ? idem ?

hormones Istrogenes et

sexuelles des androgenes

Effet mutagenq -(Salmonelle) |-(Ames) -(Ames) -(Ames) -(Ames)

ou tZratogene | ++fetax +/-fetax ? ++ ?

Dommages | ? - - - RZparable

ADN (E.Coli)

fchanges d

Chromatides | ? - * - -

Slurs (ECS) selon dos

Production d¢
Nitrosamines ¢ +/- +/- ++ ++ +/-

radicaux libres
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En conclusion, les auteurs pensent que c'est l'altZration du squelette carbonZ du noye
pyrrolidine qui diminue l'activitZ nicotine-like (Larson et Ha&§43; Kim et al., 1968; Yamamoto et

al, 1995).

Il existe peu de travaux sur les effets cancZrigenes ou promoteurs des alcaloedes du tabac. La cotini
ne s'estavZrZe ni cancZrigene ni promotrice chez le rat initiZ au FANFT (N-(4-(5-nitro-2-furyl)-2-
thiazolyl)formamide) (Lavoie et al., 1985).

Les Ztudes ZpidZmiologiques associent le tabagisme avec les cancers cervicaux. Halllpgrgas)

ont montrZ chez 35 femmes porteuses de tumeurs cervicales, une surconcentration de nicotine et
cotinine dans le mucus cervical par rapport au sZrum.

Meme si la nicotine et la cotinine ont ZtZ retrouvZes dans les liquides du sein, leur implication dans ce
cancers reste ~ dZmontrer (Hill @k, 1979). Dawson el., (1988)comptent la nicotine et ~ un degrZ

100-1000 fois moindre, la cotinine comme tZratogenes.

I.2_ LANICOTINE ET LA DfPENDANCE AU TABAC.

Pour un fumeur dZpendaritmer est un besoin, une obligation et toute tentative d'arrst ou
d'interruption meme temporaire est suivie d'un inconfort accompagnZ d'une sensation de manqu
d'irritabilitZ, de difficultZ dans le travail et d'insomnie... Ces sympt™mes de marejumusent chez

les abstinents de cigarette, de prise et chique...

1.2.1. La dZpendance.

Il existe donc, entre autres, une dZpendance physique au tabac caractZrisZe par la sensatior

besoin, de manque, par l'apparition d'anxiZtZ, d'irritabilitZ, de difficultZ de concentration lors dt
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sevrage tabagique et par la pulsion irrZsistible de reprendre une cigarette. Cette dZpendance physi
au tabac serait due ~ la nicotine, elle se mesure par le test de Fagerstodmay 4).

Tableau 4 : Questionnaire de dZpendance " la nicotine. D'aprss Fagerstrdm et Schneider (1989).

1. Combien de cigarettes fumez-vous par jour ?
Moins dEb
De 1625
Plus dt5
. Quel est le taux de nicotine de vos cigarettes ?
Moins d&8
De 0,815
Plus deg5
3. Inhalez-vous la fumZe ?
Jamais
Parfois
Toujours
4. Fumez-vous de faeon plus rapprochZe au dZbut de la journZe ?
Oui
Non
. E quel moment fumez-vous votre premiere cigarette ?
Dans la 1/2 h qui suit le lever

N

ol

Plusird

. Quelle cigarette trouvez-vous la plus indispensable ?
Laremiere
Unautre

[o2]

~N O

. Fumez-vous meme si une maladie (grippe, angine...) vous oblige ~ rester au ljt ?
Oui
Non 3
8. Trouvez-vous difficile de ne pas fumer dans les endroits interdits (cinZma...)
Oui
Non

~NJ

TOTAL : Il est tres souvent utile de reprendre avec le sujet les rZponses de cef auto-
questionnaire de fason ~ avoir des renseignements prZcis.
De 0~ 4 points : fumeur non ou peu dZpendant " la nicotine,
5-6 points : dZpendance moyenne,
7-8 points : dZpendance forte,
9 points et plus : tres forte dZpendance.
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1.2.2. DZpendance comportementale et psychologique

Il existe aussi une dZpendance comportementale se traduisant par l'usage de tabac de fae
rituelle, gestuelle et rZflexes conditionnZs ou autres, imbriquZe avec une dZpendance psychologic
liZe aux propriZtZs psychoactives de la nicotine et une dZpendance physiguéégein de nicotine.
Le Tableau 5 rZsume les principaux facteurs comportementaux dont il faut tenir compte pour Zvaluel
la dZpendance comportementale et psychologique. Le recours " l'aide de psychologues est parfi

nZcessaire.

Tableau 5 : Test de dZpendance comportementale et psychologique. D'apres Lagrue (1992a).

Pas du tout Un peu Moyen Beaucoup
Besoin degeste 0 1 2 3
Fumer est umplaisir 0 1 2 3
Fumer vousiZtend 0 1 2 3
Fumer vousstimule 0 1 2 3
Fumer est un soutien
psychologique 0 1 2 3

L'utilisation du tabac apporte la nicotine au niveau du SNC. Le fumeur obtient ainsi les
propriZtZs psychostimulantes de I'alcalosde. Ce sont le plaisir, les actions euphaisémsEnsation
de bien-stre, la diminution des sensations de douleur, l'augmentation de la vigilance, du pouvoir d
concentration intellectuelle et de la mZmoire immZdiate et la stabilisation de I'humeur. Ces effet
seraient liZs " la fixation de la nicotine sur les rZcepteurs "nicotiniques", rZcepteniZtylcholine

prZsents dans les jonctions neuromusculaires, les ganglions parasympathiques, la mZdullosurrZnale
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Zgalement certaines zones du cerveau, en particulier les voies dopaminergiques (voie nigrostriale
voie mZsolimbique) (Koob et Bloom, 1988). La stimulation de ces neurones (qui font partie du systeme

de rZcompense) induit la libZration de dopamine (Kirchl.e1988), et par son intermZdiaire d'autres

neurotransmetteurs, expliquant les effets psychoactifs de la nidéigueq 2).

neurone
dopamin

plaisir
bien--'zd
euphorid
rZcompens wgﬂancd_
——— | CONCENtra iod
mZmoir
douleur

"% 2 a humeur —

=]
\4/0@ nigrostriale
et mZsolimbiqu

la nicotine est apportZe par le sang et occupe le:
rZcepteurs nicotinique " I'acZtylcholine.

= |'acZtylcholine est le neuromZdiateur nature

la fixation sur le rZcepteur nicotinique ~
I'acZtylcholine induit la libZration de dopamin

0

= |a dopamine est acheminZe vers le systeme de
rZcompense.

Figure 2 : SchZma d'une synapse entre neurone ~ acZtylcholine et neurone ~ dopamine.

L'effet renforeateur de la nicotine serait liZ ~ son effet stimulateur de la libZration de dopamine.

D'apres Lagrue (1992a).
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Ces effets immZdiats de la nicotinens recherchZs par les fumeurs. Chez d'autres fumeurs,
l'effet sera tranquillisant et sZdatif. C'est pour ces raisons que la personnalitZ du fumeur, le stress, 'z
d'anxiZtZ et les facteurs sociaux doivent stre pris en considZration. De cette manisre, le comporteme

toxicomane est multifactoriel. Un schZma gZnZral a ZtZ proposZ par Stolerman (1994) pour intZgrer

diffZrents facteurs impliquZs dans le maintiemwaimportement toxicomanEigure 3).

Stimulations conditionnZes dar
l'usage des drogues

'

Comporteme
toxicomanse

Effets aversifs
des drogues

Effets discriminati
(cue) des drogues

Effets renforeateurs positi
des drogues

Figure 3 : Modsle psychopharmacologigue de la dZpendance. Le comportement toxicomane es

contr™IZ par quatre fonctions principales communes " plusieurs classes de drogues. D'apres Stolerm:

(1994)

L'effet renforeateur positif Ztant le facteur principal du comportement toxicomane. Celui-ci est
le rZsultat d'interaction de la drogue avec plusieurs mZcaniBigese( 4).

Pour apprZcier lintensitZ de ces diffZrents facteurs chez les diffZrents sujets, des tes
psychomoteurs ont ZtZ Ztablis. Le test de I'EPI (test d'Eysenck) rZvele la fragilitZ psychologique ave

anxiZtZ et tendance " l'extraversion des gros fumeurs. Le MMPI (test du Minnesota - ou sa form
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abrZgZe le Minimult) rZvele la tendance dZpressive et 'association dZpression-anxiZtZ chez les fumel

Les rZsultats de ces tests sont bien corrZlZs ~ ceux du test de Fagerstrsm (Lagrue, 1992).

Effet positif
(euphorie)

LevZe
d'anxiZt.

Stimulations d
fonctionnemer

Effets renforeateurs
positifs des drogues

MZcanismes
comportementau

LevZe des sympt™
de manque

MZcanisme:
neuronaux

/ Facteurs
gZnZtique

Facteurs
modulateurs

Contexte
social

Histoire
comportementd

Monoamine

Neuropeptide

Histoire
pharmacologiqu

Figure 4 : Structure dZtaillZe pour l'analyse de l'effet renforeateur positif des drogues,

montrant la multiplicitZ des mZcanismes " tous les niveaux. L'importance de ces diffZrents mZcanism

varie suivant la classe de drogues considZrZes. Cependant, des Zvidences suggerent des mZcanis

communs comme les mZcanismes neuronaux (contribution de la dopamine) et de [histoir

pharmacologique du patient (r™le du rZcepteur NMDA). D'apres Stolerman (1994).

Le "Quit ratio" (rapport de sevrage exprimZ paffumeurs/ex-F+F) est d'autant plus faible que

I'Ztat dZpressif est plus marquZ. Ainsi, le traitement de la dZpendance tabagique doit tenir compte

prendre en charge |'Ztat dZpressif et anxieux du sujet. Le test HAD (Hospital Anxiety Depression

permet d'Zvaluer les Ztats d'anxiZtZ et de dZpression chez les Jati#etsi(6).



29

Tableau 6 : Questionnaire HAD (Hospital Anxiety Depression Scale 6). Ce questionnaire a pour but
de nous aider ~ mieux percevoir ce que vous ressentez. RZpondez rapidement ~ chacune des
questions suivantes et entourez la rZponse qui convient le mieux " votre Ztat actuel pour chaqu

question. D'apres Lagrue (1992b).

A. Je me sens tendu, ZnervZ A. J'ai une sensation de peur, comme si quelque chose
¥a plupart du temps 3 d'horrible allait m'arriver
¥souvent 2 ¥oui, tres nettement 3
¥de temps en temps 1 ¥oui, mais ce n'est pas trop grave 2
¥amais 0 ¥un peu, mais cela ne m'importe pas 1
D. J'ai toujours autant de plaisir ~ faire les choses ¥pas du tout 0
qui me plaisent D. Je sais rire et voir le bon c™1tZ des choses
Youi, toujours 0 ¥toujours autant 0
¥e plus souvent 1 ¥plut™t moins 1
¥de plus en plus rarement 2 ¥nettement moins 2
¥out est plus difficile 3 ¥ plus ddout 3
D. Je me sens ralenti A. Je me fais souvent du souci
¥pratiguement tout le temps 3 ¥tres souvent 3
Mres souvent 2 ¥assez souvent 2
¥quelquefois 1 ¥occasionnellement 1
¥pas du tout 0 ¥tres occasionnellement 0
A. J'Zprouve des sensations d'angoisse et j'ai urig. Je me sens heureux
boule dans la gorge ou I'estomac nouZ ¥jamais 3
¥res souvent 3 ¥pas souvent 2
¥Yassez souvent 2 ¥quelquefois 1
¥parfois 1 ¥a plupart du temps 0
¥Yamais B 0 A. Je peux rester tranquillement assis ~ ne rien faire et mg
D. J'ai perdu l'intZrst pour mon apparence sentir dZtendu
¥otalement 3 ¥jamais 3
¥e n'y fais plus attention 2 ¥rarement 2
¥e n'y fais plus assez attention 1 ¥oui, en gZnZral 1
¥'y fais attention ¥ ouiguoiqu'il arrive 0
comme d'habitude 0 D. Je m'intZresse ~ la lecture d'un bon livre ou " un bon
A. J'ai la bougeotte et n'arrive pas ” programme radio ou tZIZ
tenir en place ¥souvent 0
¥oui, c'est tout ~ fait le cas 3 ¥assez souvent 1
Mun peu 2 ¥rarement 2
¥pas tellement 1 ¥pratiquement jamais 3
¥pas du tout 0 A. J'Zprouve des sensations soudaines de panique
D. J'envisage l'avenir avec optimisme ¥tres souvent 3
¥comme d'habitude 0 ¥assez souvent 2
¥plut™t moins qu'avant 1 ¥rarement 1
¥pbeaucoup moins qu'avant 2 ¥jamais 0
¥oas du tout 3

Ces Zvaluations permettent de tenir congel'Ztat d'anxiZtZ et de dZpression du sujet pour

adapter le traitement de la dZpendance tabagique selon l'arbre de dZcisionFigivanstj.
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TABAGISME

e N

Fumeurs non dZcid Fumeurs motivz

T / \

NI

~expliquer les risques - - —
-susciter les motivatiop fchec - Aide RZussite "tout seL
mZdicale (Conseil, journaux
4 brochures)
fvaluer les dZpendance
*Psychologique :
-entretien
-tests
*Physique :
-marqueurs du tabagisn
-Test de FagerstrSm
Y Y
DZpendance physiq DZpendance physiq
faible : testt 4 forte : tes® 5
Conseil gZnZraux '
Suivi NICOTINE
MZthode "placebc
Si prise de poic Si troubles
excessive psychologique
-Enquete alimentair Tests
-DiZtZtique 3
-Exercice physique psychologique
Si|Zchec Associe
Traitements mZdica Traitement spZcifique

Prise en charge psychologic
et/ou mZdicamenteuse
(anxiolytiques, anti-depresseurs

(Dexfenfluramine)

Figure 5 : Arbre de dZcision pour l'aide au sevrage tabagique. D'apres Lagrue (1992a).
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Certains sujetsrit donc besoin d'une association d'antidZpress#fots d'anxiolytiques avec la
nicotine pour le traitement de la dZpendance au tabac.

Pour personnaliser au maximum le traitement, un marqueur tabagique objectif est indispensabls
En effet, la consommation dZclarZe n'est pas un reflet fidele du degrZ rZel de l'intoxication au CO, &
goudron et " la nicotine. Le degrZ rZel de lintoxication dZpend non seulement du rendement de
cigarettes en goudron et nicotine, mais aussi du mode de consommation du tabac : cigarette, cigare
pipe. Pour la cigarette, c'est essentiellement le fait d'inhaler ou non la fumZe et la profondeur et

frZquence de cette inhalation qui interviennent dans l'intoxication.

1.2.3.Les marqueurs du tabagisme.

Il existe trois marques du tabagisme.
* Le monoxyde de carbone (CO) : il est mesurZ en ppm gr¥%.ce " un testeur "CO testeur". Sa demi-
est courte de 2 ~ 3 h et ses taux peuwdnat tres faiblement majorZs par la pollution atmosphZrique.
Chez les fumeurs inhalants, ses taux sapZrieurs ~ 10 ppm et peuvent atteindre 50, 60 ppm, et plus.
C'est un excellent marqueur du tabagisme des 12-24 h prZcZdentes et de l'intensitZ de l'inhalation.

Chez lesnon fumeurs son taux est infZrieur ~ 6 ppm.

* Les thiocyanates : ils proviennent du HCN, gaz tres toxique prZsent dans la fumZe du tabac ¢
transformZ par sulfo-conjugaison. La demi-vie du thiocyanate est d'une semaine. Son taux est donc
reflet du tabagisme des 2 ~ 3 semaines prZcZdentes. Il est facilement dosZ par colorimZtrie et
concentration edi " 10 fois supZrieure dans le plasma, la salive et les urines par rapport au sZrum.

Le thiocyanate n'est pas spZcifique du tabagisme car son taux peut augmenter suite *

consommation d'aliments riches en glucosides cyanogZniques. Il est peu utilisZ actuellement.



* La nicotine et la cotinine : ce sont des marqueurs spZcifiques du tabagisme car la feuille de tabac
la seule plante qui contient de la nicotine en quantitZ apprZciable. La demi-vie de la nicotine est tre
courte (2-4 h), son dosage n'est utilisZ qu” des fins pharmacologiques. La demi-vie de la cotinine est
15-30 h eton peut la doser, par plusieurs mZthodes, dans le sang, la salive et les urine
(cotinine/crZatinine). La cotinine est donc le marqueur tabagique des 2-3 jours prZcZdents.

La meilleure corrZlation avec le questionnaire de Fagerstrdm est obtenue avec la cotinine (Lagrue,

1992a). Cependant, malgrZ cette bonne corrZlation, les nombreuses variations ~ I'Zchelon de ['indivic

(Benowitz etal., 1982) nZcessitent son dosage.
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Chapitre 1l : la lutte anti-tabagique, traitement et prZvention

Le fumeur dZpendant ne peut se passer de fumer meme si son Ztat de santZ vient ~ s'aggra:
soudainement. De plus, l'aspect psychopharmacologique de la dZpendance tabagique ne laisse pa:s
peu de libertZ au sujet dZpendant de s'Zloigner de son poison. Les donnZes ZpidZmiologiques mon
que le tabagisme serait responsable 1086 de la mortalitZ globale, d'un tiers des cancers, de
bronchopathies chroniques et d'accidents cardio-vasculaires. Ces risques sont connus de presque |
(Lagrue, 1992a). MalgrZ les lois et les reglements (suppression de publicitZ, interdiction dans les lieu
publics et de travail), malgrZ I'augmentation progressive des prix et malgrZ les campagnes mZdiatiqu
et les conseils donnZs par les membres du Corps de SantZ, le tabagisme ne rZgresksguneents
le nombre de fumeurs reste important et la proportion des fumeurs ~ forte consommation augment
progressivement. Plus de la moitiZ des fumeurs souhaite anaigla plupart d'entre eux Zchouent ou
rZcidivent lors de ces tentatives d'arrst. Cette contradiction apparente entre la connaissance d'un risc
et la poursuite de I'exposition ~ ce risque s'explique par I'existence d'une dZpendance. Comme pour |
autres dZpendances (alcoolisme, opioedes...), une conduite thZrapeutique s'impose pour traiter
tabagisme. Plusieurs mZthodes ont ZtZ proposZes. Leur but est d'aider le patient ~ se sevrer du taba
prZvenant I'apparition d'un syndrome de sevrage lors de l'arrst du tabac et de l'aider ~ maintenir un
abstinence durable par un soutien psychologique et un traitement adaptZ pouvant comprendre
traitement spZcifique (nicotine) et, si besoin, le traitement des troubles associZs (troubles mentat

prise de poids...). Ces mZthodes sont souweutiples et empiriquesLeur Zvaluation n'a ZtZ

qu'exceptionnellement faite avec le sZrieux scientifique nZcessaire et les Ztudes publiZes restent sou
peu convaincantes. Comme pour les autres dZpendances en gZmfoamliodéc demeure difficile
(Paille et al., 1992). Nous citerons ces mZthodes, leur technique, leur intZrst et une synthese pratique

leurs indications thZrapeutiques.



2.1. LES MfTHODES.

2.1.1.L'auto-traitement : c'est dZcider soi-meme de la fason de s'arrster de fumer, recevoir de brefs
conseils et ne plus fumer.

2.1.1a - L'auto-assistance : "c'est le soutien mutuel entre fumeurs sans l'aide continue de:
professionnels, de responsables spZcialisZs ou d'organismes". Elle fait appel ~ du matZriel pZdagogit
variZ (coffrets, livres, brochures ou cassettes). Le matZriel d'auto-assistance a fait I'objet d'Zvaluatio
peu nombreuses, inexistantes en France, non validZes sauf celle de Sutton en 1984, par le dosage
CO alvZolaire. Dans ce cas, le taux d'abstinence est d&186"avec un recul de 12 ~ 15 mois.
L'ensemble des Zvaluations met en Zvidence un taux de rZussite v@ig# 46 mois et 18% "~ un an.
Cependant, les rZussites avec ces petits moyens petreeattribuZes au fait que ces fumeurs ont
arretZ d'eux-memes :

* Filtres progressifs : ils sont encore commercialisZs dans de nombreux pays. En France, ils ont Zt:
commercialisZs sous le nom MD 4 puis, jugZs inefficaces ils ont ZtZ retirZs du marchZ.

* Cigarettes sans tabac on a recensZ 5 types : E-Z Quit, FAVOR, JAZZ, cigarettes NTB (en France
contiennent du tussilage) et les cigarettes BERTHIOT (association de la lobZline). L'Zvaluation de
cigarettes NTB par Lagrue montre un taux d'abstinence =~ 3 mois de l'ord#8%lesans que la
comparaison avec les groupes tZmoins emporte rZellement la conviction (Lagrue 1987).

* MZdicaments en vente libre ils n'ont pas ZtZ ZvaluZs et l'innocuitZ de leurs principes actifs reste "
dZmontrer. Parmi les produits vendus en France on trodF&IMYL R quimontre des rZsultats apres

4-6 semaines, NICOPRIVE qui contient I'extrait de Cratageus diminuant la nervositZ et l'acide
ascorbique compensant la chute frZquente de vitamine C chez les fumeurs. Ses contre-indications et

effets indZsirables sont essentiellement ceux de la quinine. Sa posologie peut atteindre 12 comprir
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par 24 h et pour des durZes allantdel” d'un mois pour les gros fumeurs. PARANF@Gntient de
l'acide nicotinique (non toxique) ~ la place de la nicotine et d'autres composZs qui corrigeraient le
dZsZquilibre causZ par la privation de tabac. PAST#&B#tient un protZinate d'argent qui donne avec

la pyridine de la fumZe de tabac un combisveur fade qui en dZnature I'ar™me. Sa posologie est de
15 " 20 pastilles par jour, ~ sucer lentement, en remplacement des cigarettes. VA ERBENt
l'extrait de valZriane qui modifierait les facultZs gustatives et olfactives et entra’nerait un dZgozt d
tabac. Sa posologie usuelle est de 6 gZlules par jour.

2.1.1b - Cesser de fumer par correspondance : ces mZthodes (PSYCOL en France) sont fondZes su
rZduction progressive du nombre de cigarettes fumZes et sur un accroissement de la longueur
mZgots. Elles sont associZes ~ une psychothZrapie (rZflexion sur les inconvZnients du tabagisme et
bZnZfices du sevrage). Les rZsultats sont bons, mais les patients sont recrutZs sur le critere d't
motivation suffisante. Aucune Zvaluation scientifique n'a ZtZ rZahsZeiveau international, les
rZsultats sont fort variables (10 ~ 45% avec un recul de 6 ~ 15 mois). Soulignons que, d'une manier

gZnZrale, un arrt brutal donne toujours de meilleurs rZsultats (Paillel€92).

2.1.2 - La dynamique de groupe.

2.1.2a - Le plan de 5 jours : il a ZtZ lancZ en 1960 aux USA par I'Zglise adventiste du 7sme jour et
but non lucratif. 1l peut avoir lieu dans diffZrents endroits (CPAM, entreprises, Zcoles...) avec remis
d'un dipl™me " I8 me sZance et un suivi tZIZphonique apres le traitement. Celui-ci consiste "
amZliorer la connaissance des mZfaits du tabagisme et les avantages d'une bonne hygiene mental
spirituelle par la projection de documentaires, des confZrences et des dZbats. Les patients bZnZfic
gratuitement de moyens mZdicaux, d'Zquipements sportifs et de conseils (mZdecins, diZtZticie

psychologues...). En France, ce programme est proposZ par exemple par la ligue Vie et SantZ. Le t;
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de rZussite, toutes Ztudes confondues, est en moyeddéocdeun an, 68% ~ 3 jours et 24% "~ 6 mois
(Paille et al., 1992).
2.1.2b - Les thZrapies de groupe : c'est une pratique courante dans de nombreuses consultations d'c
au sevrage tabagique. Le patient bZnZficie du soutien et de I'expZrience du groupe. En France, il s'a
le plus souventd'une prise en charge psychothZrapique associZe ou non " d'autres mZthode
(acupuncture, gomme " la nicotine...). Le taux d'abstinence de 46 essais rZalisZs depuis 1962 est
27% (Paille et al., 1992).
2.1.2c - Les autres programmes

* Les autres programmes Zducatifs : ~ but non lucratif, ils mettent I'accent sur I'Zducation pour I
santZ par des confZrences utilisant tous les moyens de communication. L'Zvaluation de 19 programr
Zducatifs en Allemagne, Angleterre, Canada, Norvege, Suede, TchZcoslovaquie, URSS et USA, .

N

montrZ un taux de rZussite @6% en moyenne ~ un an mais seuls 3 d'entre eux prennent en
considZration les marqueurs biologiques (Paille et al., 1992).
* Les programmes commerciaux : il existe trois grands types aux USA

- Smoke Watchers propose un sevipgggressif avec objectifs hebdomadaires.

- Smoke Enders fait appel ~ une technique systZmique tres structurZe qui insiste sur le
renforcement positif et la modification des habitudes (technique comportementale).

- Les centres Schick utilisent le dZcoralihement aversif, incluant les chocs Zlectriques de
faible intensitZ et le fumer " saturation (technique comportementale).

En France, ces programmes sont proposZs par "victoire sur le tabac" sous la forme de stages

dynamique de groupe et un suivi tZIZphonique jusqu” un an. D'autres organismes privZs comme S(

tabac..proposent des programmes de sevrage animZs par des mZdecins et/ou des psychologues. (
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donc, le plus souvent, une prise en charge psychothZragigpatient associZe ou non ~ d'autres
mZthodes comme l'acupuncture et la gomme " la nicotine...

Les Zvaluations sont rares et les rZsultats souvent surestimZs (Raillel@92). Les Ztudes
analysZes montrent de 2140% de rZussite avec un recul de 4 mois ~ 4 ans, mais sans validation
biologique ou, parfois en ne tenant pas compte de tous les sujets.

* Les mZdias et les programmes communautaires : ces mZthodes d'action sonpsouaeites.
Elles touchent un grand public et permettent aux fumeurs de cesser leur intoxication. Cependar
l'efficacitZ de ces programmes est limitZe car il n'y a pas de suivi et de soutien apres l'arret di
programme. La journZe sans tabac de 1980 aux USA a permis " plus d'un million de participants ur
abstinence ~ 11 mois. Une journZe mondiale sans tabac est actuellement organisZe chaque annZe
le double objectif de convaincre les jeunes de ne pas commencer et d'inciter les fumeurs ~ s'arrster.
les mZdias paraissent plut™t crZer ou changer la perception des fumeurs, les programr
communautaires pourraient surtout motiver les individus. Ces programmes peuvent associer des mZd
locaux (radio, tZIZvision, journaux...) et intZresser une petite ville, une entreprise, une Zcole, le
professionnels de la santZ, les forces armZes, la population active...
2.1.3 - Les mZthodes comportementales :
2.1.3a - Le dZconditionnement aversif : cette mZthode repose sur I'hypothese de I'association de |
cigarette avec des sensations dZsagrZables, car fumer rZsulte d'un vZritable conditionnement.
- Le fumer rapide : Zpisodes successifs de fumer accZIZrZ, interrompus par des pZriodes de repos et
rZpZtition cognitive. Dans 11 Ztudes validZes par au moins un marqueur biologique, le taux de rZuss
est infZrieur 28% (Paille et al., 1992).
- Le fumer ~ saturation : dans cette mZthode, le sujet doit doubler ou tripler sa consommation de

cigarettes sans modifier la vitesse " laquelle elles sont fumZes.
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- Le fumer ~ la cha’ne :il s'agit de fumer sans discontinuer pendant plusieurs heures ou de fumer un
nombre prZcis de cigarettes par sZance.
- Le fumer aversif ~ rythme anormal ou fumer focalisZ :le sujet doit fumer normalement mais en se
concentrant sur les aspects nZgatifs de la cigarette comme l'irritation,.laCteti& technique donne en
moyenne26% de rZussite " un an.
- La rZtention de la fumZe ou saturation gustative dans cette technique, il faut garder la fumZe 30
secondes dans la bouche en respirant normalement par le nez et en se concentrant sur la sense
dZsagrZable de la fumZe. Dans I'Ztape suivante, le patient concentre son attention sur ses poum
Apres 20 secondes, il inhale des vapeurs brzlantes et exhale la fumZe par voie nasale. Un repos de
minutes est accordZ avant la cigarette suivante. L'expZrience est poursuivie jusqu’” ce que l'impressi
d'inconfort et de nausZe entra’ne la perte de I'envie de fumer. Le traitement est reproduit pendant ci
jours consZcultifs.
- La sensibilisation indirecte :se base sur I'obtention d'un comportement d'Zvitement faisant appel ~
limagination du sujet. On demande au fumeur d'imaginer qu'il resoit une stimulation pZnible quand il ¢
envie de fumer ou d'imaginer des consZquences positives s'il ne fume pas.
- Le choc Zlectrique :il est dZliviZ au moment o« le fumeur a envie de fumer. Les rZsultats ont ZtZ
jugZs mZdiocres et cette technique n'a pas suscitZ de nouvelles Ztudes depuis 1977.
- La mZthode du bracelet le fumeur porte un bracelet en Zlastique au poignet qui sert de pense-bste,
ou qu'il doit faire claquer sur sa peau en cas de besoin impZrieux de fumer, avant d'adopter
comportement alternatif tel que m%o.cher un chewing-gum. La mZthode semble intZressante bien que
d'Zvaluations soient disponibles.

En gZnZral, les mZthodes aversives donnent d'assez mauvais rZsultats, tres variables selon

Ztudes du fait des diffZrences de mZthodologie selon les essais et du manque gZnZral de rigueur (P
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etal., 1992). Ces mZthodes aversives ont ZtZ abandonnZes dans des pathologies comme l|'alcoolisme
fait de leur faible efficacitZ ~ long terme.

2.1.3b - L'auto-prise en charge ou ma’trise de soi : la ma’trise de soi est fondZe sur le renforceme
positif, s'oppose aux mZthodes aversives et differe de |'auto-traitement (Paille et al., 1992). Elle
regroupe des technigues comportementales faisant participer activement le patient © son traitemel
Celui-ci doit faire attention ~ ses propres actes de fumeur et noter leur survenue. Il doit prendre
conscience de son propre environnement et de son dZsir de le changer, reconna’tre les automatis
installZs de longue date dZclenchZs par I'environnement ou par des mZcanismes internes, et dZvelo
la capacitZ de les briser. Le principe de cette mZthepese sur le fait que lorsqu'un fumeur
commence " s'intZresser ~ son comportement, ce dernier a beaucoup de chance de changer, meme ¢
sujet n'en a pas l'intention ou ne le dZsire pas initialement.

- L'auto-observation : il s'agit de repZrer pendant une semaine le nombre de cigarettes fumZes pa
jour, le moment, le lieu, I'activitZ du moment, son humeur et le besoin ressenti pour chaque cigaret
fumZe (Paille et al., 1992).

- La diminution de la nicotine ou sevrage progressif on peut baisser les taux de nicotine des
cigarettes " l'aide de filtres ou en changeant de marque de cigarettes qui permettent de rZd%re de
puis de 60% et de 90% le taux de nicotine en trois semaines. D'autres protocoles existent#Paille et
1992).

- Le contr™Ie des stimuli cette mZthode d'auto-prise en charge cherche " refouler les comportements
indZsirables en modifiant les situations courantes au cours desquelles les stimuli apparaissent (fin
repas, prise de cafZ...) et sont renforcZes par certaines associations. Il existe tres peu d'Ztudes o

contr™le des stimuli est le facteur essentiel (Padle €992).
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- Les contrats :un contrat implicite est passZ entre le fumeur et le programme auquel il participe ou
entre le fumeur et son mZdecin. Le but du contrat est de renforcer la motivafiomedr par un
engagement sous forme de caution, le plus souvent modeste, ou de contrat social avec les pairs.
remboursement partiel de la caution sous condition de poursuivre |'abstinence influencerait I'arret -
long terme (Paille atl., 1992).
- La dZsensibilisation systZmatique et la relaxationl'anxiZtZ dZclenche, le plus souvent, les signaux
prZcZdant la prise de cigarette. Ces signaux peetverdZsensibilisZs, par exemple par des exercices
de relaxation lorsque I'envie de fumer appara’t (Paille et al., 1992).
- La diminution des stimulations environnementales :on peut attZnuer ces stimulations par un
isolement en chambre noire et insonorisZe. Le sujet est au repos et allongZ sur un lit pendant 24 heu
Le patient reste en contact phonigue avec un moniteur qui lui fait entendre des messages sur |
dangers du tabac et les moyens de ma’triser les dZsirs de fumer (BBjIEO6R).

Les rZsultats de ces mZthodes d'auto-prise en charge sont souvent durables et28e3@#®on
“un an.
- D'autres techniques comportementales par des jeux de r™le et de vidZothZrapie par exemple, le

patient apprend " repZrer, analyser et ~ se prZparer aux situations difficiles.

2.1.4 - L'aide mZdicamenteuse

2.1.4a - Les gommes "~ m%ocher " la nicotine : commercialisZes en France sous le nom de RJCORET
elles apportent temporairement une quantitZ connue de nicotine pour Zviter les phZnomenes de manc
survenant " l'arret du tabac. Elles permettent aussi d'Zviter les autres composZs nocifs de la fumZe
tabac (Paille eal., 1992). Ce sont des rZsines Zchangeuses d'ions tamponnZes ~ pH 8,5 pour permet

la libZration lente de la nicotine par mastication et son absorption maximale par la muqueuse buccal
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Zvitant ainsi sa dZgradation hZpatique survenant apres dZglutition. L'absorption de la nicotine par
muqueuse buccale est plus lente (15-30 minutes), plus progressive, plus rZguliere et mois importan
que l'absorption pulmonaire " partir de la fumZe de tabac. NICORETg donne une nicotinZmie
suffisante pour Zviter les sympt™mes de setelsggue l'irritabilitZ, I'agitation, I'anxiZtZ, l'impatience,

les difficultZs de concentration...Une gomme "~ 2 mg fournit une dose systZmique de 0,86 mg. Chez e
grands dZpendants, la gomme ~ 4 mg pourrait «tre oiéés elle n'est pas commercialisZe en France.
Ces gommes ne peuvent stre obtenues que sur ordonnance mZdicale car leur utilisatienfaitét

selon des regles prZcises, de plus l'arret de la cigarette est impZratif. Le mZdecin fixera une posolog
dZgressive et le traitement ne devrait pas, en principe dZpasser six mois. Les excitants (cafZ, thZ, alc
Coca-Cola...) doiventtre proscrits car ils diminuent I'absorption de la nicotine par la muqueuse
buccale et lorsque la thZrapeutique est stabilisZe ~ 1 ou 2 gommes par jour, on peut tenter un arret. |
traitement de longue durZe (6 ~ 12 mois) pourrait amZliorer les rZsultats. Le risque thZorique d
dZvelopper une dZpendance " la gomme para’t tres faible car la mastication ne remplace pas le dZsir
fumer, le gozt est souvent jugZ dZsagrZable et elle ne produit pas l'excitation cZrZbrale immZdi
observZe avec la cigarette. Les sujets abandonnent la gomme ~ 3 mois et ceux qui continuent ~ 12 mq
(10 " 20%) semblent tres fortement dZpendants et fumeraient en meme temps (Paille et al., 1992).

Les effets indZsirableslocaux ou systZmiques sont rares et essentiellement liZs ~ une mauvaise
utilisation du mZdicament. lls peuvette attZnuZs en m%.chant la gomme tres lentement pour rZgler le
dZbit de nicotine. C'est donc un problsme de technique de mastication qu'il faut acquZrir et qui e:
souvent " l'origine des Zchecs thZrapeutiques. Les effets buccaux classiques sont I'hypersialorrh:
lirritation, les aphtes, les douleurs de la cavitZ buccale, du pharynx et des muscles masticateurs,
traumatismes dentaires, |'obstacle liZ aux protheses. Les effets gastro-intestinaux sont caractZrisZs

des Zructations secondaires ~ I'hypersialorrhZe, des nausZes et vomissements, des troubles de
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digestion, une anorexie. Il s'y associe des risques d'insomnie, d'irritabilitZ, de vertiges, de cZphalZe
Cependant, en cas de surdosage volontaire, le risque d'intoxication est tres faible car I'absorption de
nicotine dZglutie est lente, incomplste, et la nicotine subirait une forte dZgradation hZpatique.

Les contre-indications absolues sont l'infarctus du myocarde rZcent, les troubles du rythme
graves, les douleurs angineuses sZveres ou en cours d'aggravation. Les porteurs d'affections
articulations temporo-mandibulaires en Zvolution, les femmes enceintes ou susceptibles de le dever
les meres allaitant ne pourront pas bZnZficier de ce traitement.

Les contre-indications relativessont I'inflammation buccale ou pharyngZe et les antZcZdents
d'lsophagie ou d'ulcere peptique. Les porteurs de prothese dentaire peuvent Zprouver des difficultZs
mastiquer. NICORETne contient pas de sucre.

Une mZta-analyse de 14 essais contr™I|Zs randomisZs a montrZ un taux d'abgit¥érnceé de
mois. De plus, toutes les Ztudes rZcentes ont montrZ que les substituts de la nicotine Ztaient d'au
plus actifs que les sujets Ztaient plus dZpendants. Lorsque les patients sont tres dZgendamts (
Fagerstrdn# 6), ces gommes doivent stre utilisZes en association avec un soutien psychologique.
2.1.4.b -Les patchs de nicotine dZlivrent par voie transdermique, des doses constantes de nicotine s
24 heures (7 "~ 21 mg). lls permettent une montZe rapide de la nicotinZmie, leur utilisation est facile ¢
ils amZliorent I'observance du traitement. Il existe plusieurs types de timbres diffZrant par leur dosac
en nicotine : NICOTINEINTTS?, NICOPATCH de 10, 20 et 30 chiibZrant respectivement 7, 14 et
21 mg de nicotine par 24 heures. La nicotinZmie atteinte est de 7 {p@tch® ngml-* (30 cnf).
TABAZURR30 est un systeme de 7 ém30 mg de nicotine libZrant 22 mg de nicotine par 24 heures.
Cespatchs sont prescrits selon des schZmas thZrapeutiques prZcis.

On observe une |Zgere accZlZration du rythme cardiaque cheZ9% @les patients sans

modification de la vascularisation ni de la tempZrature cutanZe. Les effets secondaires conduisen
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l'abandon du traitement dans 3% des cas. Ce sont le plus souvent des prurits, idemes ou Zrythemes
modZrZs et localisZs au niveau du site de I'application. Peu de cas d'allergie de contact ou d'eczZ
gZnZralisZ ont ZtZ rapportZs. Les contre-indications sont celles du NIEQRETgrande prudence
d'emploi doitetre observZe en cas d'hypertension artZrielle, d'angor stable, d'insuffisance circulatoir
cZrZbrale, dartZriopathie oblitZrante, d'insuffisance cardiaque, d'hyperthyroedie et de diabet
d'insuffisance rZnale et hZpatique, d'ulcere gastroduodZnal. Dans ces pathologiesches™ la
nicotine ne sont ~ proposer qu'en deuxisme intention, apres Zchec des autres traitements. Compte-te
du risque cardio-vasculaire liZ " la nicotine, il est impZratif de s'assurer que le fumeur a arretZ de fume
des le dZbut du traitement. Lestchs permettent d'Zviter la prise de poids immZdiate mais qu'en est-il
lors de l'arret du patch ? Ils semblent limiter le besoin de tabac et les sympt™mes de sevrag
Cependant, ~ 6 mois et 1 an il n'y a plus de diffZrence significative avec le placebo. E long terme, leL
efficacitZ s'estomperait sans un soutien psychologique constant et une grande volontZ du fumeur (Pa
etal., 1992).

2.1.4c - la clonidine : BARCLII¥ ou CATAPRESSAR est un antidZpresseur d'action centrale,
agoniste des rZcepteuas2 prZsynaptiques. Elle semble capable de rZduire significativement les
sympt™mes de sevrage et I'envie de fumer. Ses contre-indications sont I'hypotension artZrielle,
dZpression et elle prZsente d'autres effets secondaires comme la sZcheresse de la bouche
somnolence...

2.1.4d - Les autres mZdicaments utilisZs dans le sevrage tabagique sont :

- La lobZline :c'est un alcalosde extrait des feuilles de Lobelia. Ses effets sont comparables ~ ceux d
la nicotine mais ~ des degrZs moindres. Elle ne passe pas la barriere hZmatoencZphalique. Elle a
longtemps utilisZe comme substance anti-tabagique bien que son efficacitZ soit limitZe. Ses effe

indZsirables sont les nausZes, vomissements, constipations, cZphalZes, vertiges et tremblements.
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effets apparaissent surtout en dZbut de traitement chez les grands fumeurs qui n'ont pas dimin
significativement leur consommation de tabac (syndrome nicotine-lobZline). Les contre-indications
sont 'association aux digitalines, la grossesse et l'allaitement. La posologie est de 6 comprimZs er
fois, pendant 15 jours.

- Les antagonistes des rZcepteurs nicotiniquesls empechent les actions de la nicotine sans avoir
d'effets propres. Leur principe est de permettre "l'extinction pharmacologique” du comportemen
tabagique. Il faut les utiliser apres le sevrage pour Zviter un dZclenchement brutal d'un syndrome ¢
sevrage. lIs pourraient Zgalemeng utilisZs dans le cadre d'un dZconditionnement puisque la nicotine
de la cigarette ne peut plus produire son effet renforeafégure 6). On peut cependant prZvoir une
faible efficacitZ de ces mZthodes vu que les antagonistes sZlectifs centraux n'ont pas encore .
suffisamment dZveloppZs pour Zviter les effets secondaires. Le chef de file des antagoniste
nicotiniques est la mZcamylamine, amine ayant un effet ganglioplZgique et bloquant la transmissio
cholinergique du systeme nerveux central en diminuant l'affinitZ des rZcepteurs. Elle a des effet
indZsirables liZs ~ l'effet ganglioplZgique centrap£tiphZrique : tremblements, crises convulsives
voire Zpisodes de confusion mentale...ll n'y a pas d'Ztudes rZelles aveduig les rZsultats ~ court
terme ne sont guere interprZtables. Il semblerait que le fumeur, en prZsence de mZcamylamine, ess:
de surmonter une sensation de blocage partiel des rZcepteurs nicotiniques. La mZcamylamine induit
une diminution de l'appZtence envers le tabaés ses effets secondaires nombreux ne permettrait pas
son usage (Clarke, 1994).

_ Le propranolol : AvlocardyR par son action bZta-bloquante pourrait diminuer les manifestations
cliniques de I'hypercatZcholaminergie du sevrage tabagique.

- Les tranquillisants : ils n'ont pas d'effets spZcifiques, mais peuvent diminuer I'hyperexcitabilitZ du

syndrome de sevrage. Les benzodiazZpines ou de nouveaux anxiolytiques comme la Buspirone peuv
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otre utilisZs ~ des doses rapidement dZgressives. E long terme, ils peweantilisZs dans les Ztats
d'anxiZtZ ou d'hyperexcitabilitZ persistante.

- Les antidZpresseurs la doxZpine est un antidZpresseur tricyclique. Elle a donnZ des rZsultats au
USA peu concluants dans le sevrage tabagique. Les antidZpresseurs ont donc leur place habituelle
cours des dZpressions survenant lors de l'abstin€eex ~ action sZrotoninergique pourraient
prZsenter un intZret pour moduler les phZnomenes d'adaptation au stress.

- La dexfenfluramine : l'arret de la consommation tabagique s'accompagne frZquemment d'une prise
de poids corporel qui constitue un handicap sZrieux au succes du sevrage. Cette prise de poids est
importante chez la femme que chez 'homme et augmente avec I'%ge. Elle s'expliquerait par le fait ¢
la nicotine augmente le mZtabolisme de bagalors que l'arrst de tabac le diminue), que le sevrage
tabagique entra’nee compensation alimentaire au profit des glucidest ~ un moindre degrda

baisse de l'activitZ physique.

La dexfenfluramine ou IsomZriigemble efficace sur la prise de poids apres sevrage et pourrait
agir, du fait de son mZcanisme d'action sZrotoninergique, sur le contr™le de la compensation aliment
glucidique. Ce traitement doit stre associZ ~ une information et ~ des conseils hygiZno-diZtZtique:
permettant au sujet de mieux contr™ler la compensation alimentait@e probleme de prise de
poids ne se manifeste pas pendant les traitements de substitution " la mizaitrieest reportZ ~ l'arrst
de la nicotine.

Notons que I'utilisation des antagonistes désepteurs dopaminergiqueSigure 6) est une
approche thZoriqguement faisable pour obtenir une extinction des effets renforeateurs de la nicotin
mais cette approche n'a pas bZnZficiZ de beaucoup d'attention et les effets secondaires sera

inacceptables (Clarke, 1994).
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Figure 6: Modele illustrant quelgues cibles pour l'intervention avec les antagonistes potentiels dans

'aide au sevrage tabagique. D'apres Clarke, 1994.

2.1.5 - Les autres mZthodes :

2.1.5a - L'acupuncture : cette mZthode Ztablit des connexions entre les diffZrentes parties du corps
Elle met en jeu plusieurs systemes neurogenes et hormonaux (sZrotonine, enkZphaline, endorphine
L'hypothese d'une intervention des endorphines dans le sevrage des toxicomanies a fait Zvoquer
possibilitZ d'une action bZnZfiqgue de certains points "morphine-like" dans les pathologies de |
dZpendance. En France, cette technique tient une place privilZgiZe dans la plupart des consultati
anti-tabac. Cette technique a ZvoluZ de la mZthode classique (points corporels) ~ l'auriculopunctur
nasopuncture et Zlectro-acupuncture. Les rZsultats des Ztudes les mieux consues ne montrent auc
diffZrence significative avec les points placebo (Pailkd.e1992).

2.1.5b - L'homZopathie : elle est souvent utilisZe avec d'autres mZthodes mais n'a pas fait I'objet
d'Zvaluation. Citons Chamomilla, Ignatia, Tabacum, Teinture mere d'Avena Sativa et Spigelia.

2.1.5¢ - L'hypnose : bien que cette mZthode connaisse beaucoup de succes aux USA, I'Zvaluation de
rZsultats de I'hypnose individuelle, sur 19 essais, montre des mZdianes d'abstinence infZrieures ~ 20¢

1 an. Pour I'hnypnose de grouglée est de 34% ~ 6 mois (Paille et al., 1992).
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2.2.LES INDICATIONS THfRAPEUTIQUES.

Elles dZpendent de I''mportance des composantes psychologiques et physiques du sujet (vt
Figure 5). Pour le patient, il s'agit de la prise de conscience de l'importance du probleme et de
I'’Zmergence d'une motivation forte pour arrster de fumer. Pour le mZdecin, il s'agit dalenrise
en charge du patient et de I'apport d'un soutien mZdical, notamment psychologique, au long cours.
soutien comprend trois Ztapes :

2.2.1. ftape de I'Zveil, de la motivation et de la prZparation au sevragelle comporte des conseils
hygiZno-diZtZtiques, des informations sur les mZfaits du tabagisme et les avantages du sevrage.
mZdecin dZdramatise le sevrage qui est souvent vZcu au dZpart comme une Zpreuve insurmontabl
angoissante.

2.2.2. ftape du sevrage si le score de FagerstrSm est supZrieur ou Zgal ~ 6, une aide mZdicamenteust
est nZcessaire (nicotine ou clonidine) en association, ~ des degrZs adaptZs pour chaque sujet, avec
mZthodes "bZquilles psychologiques".

2.2.3. ftape du maintien d'une abstinence durablec'est la plus difficile, la dZpression et I'envie de
fumer semblent stre les facteurs de rechute incontestables. Le manque n'est pas modifiZ par |
gommes de nicotine ou Igatchs contrairement aux autres sympt™mes de sevrage. Il faut attendre d
nouvelles formes par inhalation, pour lesquelles les premiers travaux sont d'ailleurs contradictoire:
Ceci explique l'efficacitZ, ~ court terme, des produits de substitution mais leur r™le plus modeste " lor
terme. D'allleurs, les risques " long terme de ces produits de substitution ne sont pas encore bic
connus.Le point essentiel demeure l'aspect comportemental et psychologique qui impose un
soutien prolongZ.ll se fera sous la forme d'entretiens rZguliers qui permettront de faire le point avec le
patient sur ses difficultZs, de les analyser, et, le cas ZchZant, d'adapter la thZrapeutique (entour:

compensation alimentaire, dZpression et anxiZtZ...).



2.3.LE PRONOSTIC.

Il est en gZnZral faible et difficile en matiere de toxicomanie. Pour le tabagisme, on peut
retrouver certainfacteurs pronostics : les gros fumeurs tres dZpendants de la nicotine, la poursuite d'ui
environnement tabagique, la persistance d'un important besoin de fumer apres le sevrage, un stre
important associZ ~ une faible confiance, les difficultZs personnelles associZes (socio-familiales ¢
professionnelles) sont incontestablement des facteurs de mauvais pronostic. Il n'y a cependant auct
fatalitZ. L'Zmergence d'une motivation claire et forte, une Zvaluation prZcise de la dZpendance
chaque patient, I'apport d'un soutien psychologique rZgulier et au long cours, la recherche de substitt
I'Zvitement de situations pieges, la rZsolution d'un certain nombre de difficultZs personnelles ot

environnementalesermettent une Zvolution favorable.

2.4. LA PRfVENTION.

C'est un point essentiel de la lutte contre le tabagisme. On distingue communZment troi
niveaux de prZvention (Paille &t, 1992) :
2.4.1. La prZvention primaire : elle consiste en une information judicieusda crZation d'un
environnement adaptZ (en particulier IZgislatif), et la mise en luvre de techniques appropriZes pou
empecher la survenue du tabagisme.
2.4.2. La prZvention secondaire elle s'attache au dZpistage (clinique et biologique) le plus prZcoce
possible. Il s'agit I" d'une t%.che essentielle des mZdecins et gZnZralistes.

2.4.3. La prZvention tertiaire :elle a pour but de prZvenir la rechute chez les sujets sevrZs.
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La prZvention primaire est incontestablement le temps le plus important de la prZvention et doi
bZnZficier de tous les efforts, car le sevrage est d'autant plus difficile que la dZpendance est plus forte
le tabagisme plus ancien. Elle repose sur une information de qualitZ concernant le tabagisme et ¢
consZquences, sur la modification au long cours des comportements personnels et sociaux vis-"-vis
tabac et sur le dZveloppement d'une politique nationale de prZvention. Sur ce point, la loi Evin de 19¢
sur l'interdiction de la publicitZ sur l'alcool et le tabac, si elle ne peut prZtendre rZsoudre I'ensemble d
problemes, est une contributiomportante " I'Zdifice de prZvention. Le vZritable moyen de rZsoudre le
probleme du tabagisme est donc, incontestablemerfgickeporter les efforts vers les enfants et les
adolescentsau moment oe ils apprennent ces comportements. Actuellement, les campagnes insister
essentiellement sur l'acquisition de capacitZ de rZsistance " la pression de I'environnement, sans prer
en considZration la motivation pour cette rZsistance. C'est sans doute une des voies qu'il faudr
atteindre dans le futur pour dZvelopper la maturation psychologique des adolescents et, ~ travers el
les modes d'expression et de communication entre jeunes et avec les adultes.

Le r™le du mZdecin gZnZraliste est tres important. || n'est pas seulement diagebstique
thZrapeutique. Il est l'interlocuteur privilZgiZ de prZvention (primaire, secondaire et tertiaire) qui pet
dZlivrer ~ ses patients des informations personnalisZes de qualitZ, ce qui en fait un acteur de prem
plan en matiere de prZvention.

Enfin, des programmes de sevrage tabagique (et autres toxicomanies) devteent
systZmatiquement associZs au traitement de certaines pathologies pour lesquelles le tabac (et
l'alcool) constitue un facteur de risque important comme les complications pulmonaires, cardiaque:

vasculaires, cancers des voies aZro-digestives supZrieures...



2.5. POUR L'AVENIR.

Il est indispensable de dZvelopper la prZvention, d'amZliogise en charge et le suivi des
fumeurs et sur le plan mZdicamenteux, de dZvelopper d'autres formes galZniques ~ base de nicotine
autres produits de substitution.

2.5.1. Les solutions nasales de nicotine (spraylles reposent sur la tres grande rapiditZ d'absorption
de la nicotine par voie transnasale, ce qui permet d'obtenir des pics de nicotinZmie vaising de
atteints par les cigarettes. Cependant, bien que le spray puisse stre particulisrement intZressant chez
fumeurs prZsentant des contre-indications ~ la gomme gtatah, le risque de dZvelopper une
dZpendance au spray est ZlevZ du fait qu'il maintient I'effet bolus.

2.5.2. Les inhalateurs de vapeur de nicotineont en cours de prZparation. t@ume d'inhalation
compense la faible concentration en nicotine.

2.5.3. Les pastilles " la nicotingqui se maintiennent dans les joues et se dissolvent lentement dans la
bouche.

2.5.4. La clonidine par voie transdermiquea Zgalement fait I'objet d'Ztudes prZliminaires.

2.6. CONCLUSION.

Dans l'avenir, il serait peut-stre intZressdr@tssocier plusieurs mZthodes dZlivrant lentement ou
rapidement de la nicotine de substitution pour optimiser son profil pharmacocinZtique et
pharmacodynamique apres sevrage tabagique. Des Ztudes dedieemntreprises pour comparer
l'efficacitZ de ces produits, leur intZrst et leur place respective dans le sevrage tabagique selon I'eff
thZrapeutique recherchZ. Il est aussi tres important d'Zvaluer les activitZs et la contribution probable d
diffZrents mZtabolites de la nicotine dans la dZpendance tabagique. Ces Zvaluations permettraient

savoir si certains mZtabolites de la nicotine pourraient prolonger les effets de la nicotine. Cette
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connaissance, meme si elle ne vise pas I'Zvaluation de la contribution de ces mZtabolites dans
dZveloppement de la dZpendance tabagique elle-mnarrait contribuer ~ la comprZhension des
raisons de la rechute. La cotinine, dans cette perspective, pourrait stre une voie de recherche tr
importante du fait de I'’Zmergence, dans les dernieres dZcennies, d'un certain nombre de travaux rela
" ses activitZs pharmacologiques. Une Zvaluation de I'utilisation de la cotinine dans l'aide au sevrag
tabagique a rapportZ que ce mZtabolite pourrait stre actif (Keena., e1994). Il est donc
indispensable d'Zvaluer et de dZvelopper des formes galZniques pour ce mZtabolite qui prZse
l'avantage d'stre 250 ~ 1000 fois moins toxique que la nicotine et dont le spectre d'activitZ est diffZrer

de celui de la nicotine, en particulier sur le systeme cardio-vasculaire (Chahine, 1989).
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Chapitre Il : activitZs pharmacologiques et intZrsts fondamentaux et
thZrapeutiques de la cotinine

La cotinine, principal mZtabolite de la nicotine, va stre d'une part prZsente en quantitZ
supZrieure "~ celle de la nicotinevet persister bien plus longtemps que cette derniere dans I'organisme.
Il est donc important de conna’tre les effets propres de la cotinine et de pouvoir discuter de leu
consZquences. Cependant, la plupart des Ztudes ont ZtZ jusqu'alors iZalisidest/ou sur des
organes isolZs de nombreuses especes animales. Nous ne pouvons en tirer que des hypotheses qu
I'effet obtenuin viva Dans la plupart de ces Ztudes, la cotinine induit certains des effets de la nicotine
mais ~ des doses 10 ~ 1000 fois supZrieures " celles de la nicotine. Cependant, si I'on tient compte de
toxicitZ relative de ces deux alcaloedes, on s'apersoit qu'ils sont actifs ~ des rapports comparable
(Chahine, 1989). Plus encore, certains travaux ont rapportZ que la cotinine, ~ des doses communZm
rencontrZes chez les fumeurs, produit des effets spZcifiques ou meme inverses de ceux de la nicoti

Quels sont ces effets et quelles sont leurs consZquences dans le tabagisme ?

3.1. EFFETS COMPARABLES E CEUX DE LA NICOTINE.

* ToxicitZ : bien que 50 ~ 1000 fois moins toxique que la nicotine, la cotinine montre les memes
sympt™mes d'intoxication chez la mouche (Brunigwal, €t992) et chez la souris (Chahine, 1989). Ni

la nicotine ni la cotinine ne prZsentent une toxicitZ diffZrZe (Chahine, 1989). De plus, ces deu
alcaloedes agissent de maniere supra-additive chez l'insecte (Bruniqligll€92).

* Effet antinociceptif : la nicotine exerce cet effet par augmentation de la libZration de la
endorphine (Larson etl., 1968; Fuxe et al., 1990) ou par la stimulatiorf* @ pendante de la

transcription du gene de la proenkZphaline A impliquant les gerdfes et jun (Galzi et Changeux,



53

1995). La cotinine produit un effet antinociceptif chez la souris et son effet est bloquZ par la
mZcamylamine et la naloxone (Erenmemisoglu et Tekol, 1994).

* RZduction du renouvellement de la sZrotoninele systeme sZrotoninergique de I'hippocampe peut
«tre impliquZ dans les propriZtZs anxiolytiques de la nicotine (Fuaie, d979). La cotinine est plus
active que la nicotine dans le renouvellement de la sZrotonine (Fake ¥379). Elle semble donc
renforcer I'action de la nicotine ~ cet Zgard.

* AttZnuation de l'incoordination motrice induite par I'Zthanol : les effets de la nicotine et de la
cotinine sont bloquZs par I'hexamZthonium (antagoniste des rZcepteurs nicotiniques). Ceci suggere
mZcanisme d'action cholinergique similaire pour la nicotine et la cotinine. Dans ce test, la cotinine e:
moins active que la nicotine (Daradt, 1993; 1994).

* Contraction de la musculature lisse intestinale chez les animaux, la cotinine comme la nicotine
entra’nent une contraction du jZjunum et du duodZnum. La cotinine est quantitativement moins acti
gue la nicotine dans la contraction des muscles lisses de l'intestin (Kim1&68; Chahine, 1989).

* StZroedogenese :a nicotine et la cotinine inhibent la stZroedogenese des cellules de Leydig. Les
grands fumeurs prZsentent une forte rZduction des niveaux de testostZrone (Padieré®08@ket les
femmes qui fument voient leur taux d'oestrogenes rZduit par inhibition de la biosynthese. Cette activitz
est due "~ une action directe des alcalosdes nicotiniques (nicotine, cotinine et anabasine) sur I'aromate
(Barbieri etal., 1989).

* RZduction de la frZquence des battements des cils nasauxette activitZ peut favoriser les
infections bactZriennes "~ la base de bronchites chroniques ... (Agiusl€5).

* RZduction des sympt™mes de manque chez les abstinents arrst de la consommation de tabac

provoque des sympt™mes de manque (sevrage) se traduisant par une irritabilitZ, une insomnie,



difficultZs de concentration, de l'anxiZ&tc. La nicotine modulerait I'Ztat d'anxiZtZ selon le schZma

suivant Eigure 7).
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Figure 7 : Explication du phZnomene d'anxiZtZ liZ ~ la nicotine. D'apres Pomerleau et Pomerleau

(1990).

Une Ztude a rapportZ que la cotinine, aux doses habituellement rencontrZes chez les fumet

peut rZduire les sympt™mes de sevrage chez les abstinents (Kalenz®od).

3.2. EFFETS INVERSES DECEUX DE LA NICOTINE.

* Effets sur le systeme cardio-vasculaire: la cotinine est hypotensive ~ fortes doses chez le chien
anesthZsiZ (10-500 mg:Rg(Borzelleca eal., 1962) et " faibles doses (34 ug-100 mg) chez le rat
anesthZsiZ (Dominiak et al., 1985). Cet effet serait liZ ~ son action directe ou indirecte sur la relaxatic
du muscle vasculairén vitro, la cotinine relaxe les vaisseaux sanguins du lapin (Chahine, 1989) et
module les effets cardio-vasculaires de la nicotine (Chahiaé,et996). Les effets de la cotinine
antagonisent les effets de la nicotine en supprimant ses actions muscariniques et nicotiniques. |
systeme nerveux parasympathique ne semble pas jouer un r™le primordial dans les effets hypotense

de la cotinine puisque l'atropine et la diphZnylhydramine ne modifient pas significativement la chute
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tensionnelle induite par la cotinine (Borzelleacalet1962; Chahine, 1989). Chez le rat, la cotinine n'a
pas d'effet sur la pression sanguimeais baisse significativement le rythme cardiaque. Cet effet ne
semble pas rZsulter de la modification de l'activitZ des barorZcepteurs essayZe par la phenyleph
(Smith etal., 1994).

Chez le fumeur, les expZriences ne sontgas le moment rZellement concluantes et, la
cotinine ne semble pas avoir vZritablement d'effets sur la pression artZrielle (Benowitz et al., 1983
Cependant, " long terme, ces effets pourraient influencer la pression artZrielle du fumeur et pourraie
expliquer I'existence d'une pression artZrielle infZrieure chez le fumeur par rappmtfameur.

* Effets sur le systeme respiratoire :la cotinine induit une dZpression respiratoire chez le chien
anesthZsiZ et dZcZrZbrZ. Cette activitZ peut stre d'origine directe sur la musculature lisse vascul
(relaxation) ou indirecte (Borzellecaadt, 1962).

* Effets sur le systeme immunitaire : la nicotine dZprime le systeme immunitaire en affectant la
transduction du signal induite par l'interaction antigene-rZcepteur des lymphocytes. La cotinine s'aver:
inoffensive " cet Zgard (Geng &, 1995).

* Effets sur les niveaux d'aldostZrone sZrique ta rZduction des taux d'aldostZrone pourrait faire
intervenir une inhibition directe de sa synthese dans les glandes surrZnales mais il pourrait s'y ajout
aussi un effet central au niveau de I'hypophyse (libZration d'’ACTH) qui rZgule le fonctionnement de
glandes surrZnales (Andersson at, 1993). L'aldostZrone intervient dans le systeme rZnine-
angiotensine qui contr™I|e la tension artZrielle. La nicotine et la cotinine, ~ des doses qui n'affectent
les niveaux de I'normone lutZinisante (LH) (effet sur la circulation sanguine), affectent diffZremment
les niveaux de l'aldostZrone (Anderssoal.etl993).

* Effets sur les niveaux de prolactine sZrique :linhibition des cellules "~ prolactine de

l'antZhypophyse par des agonistes D2 dopaminergiques est impliquZe dans le sevrage. La nicotine €
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cotinine, ~ des doses qui n'affectent pas les niveaux de I'hormone lutZinisante (LH) (effet sur le
circulation sanguine), affectent diffZremment les taux de prolactine. Cependant, la cotinine produit un
inhibition ~ 5 et 30 min et une stimulation ~ 10 min des taux sZriques de prolactine (Anderséon et
1993).

* Effets sur la biosynthese de laprostacycline PGI-2 : cette molZcule est vasodilatatrice et
inhibitrice de l'aggrZgation plaquettaire. La cotinine s'oppose (stimule) aux effets de la nicotine sur I
biosynthese de Iprostacycline PGI-2 (Chahine et al., 1990).

* Effets sur les thromboxanes :ni la nicotine ni la cotinine n'affectent la biosynthese des
thromboxanes (Dejeath985; Chahine, 1989).

* Effets sur la libZration de la noradrZnaline :la noradrZnaline est le neurotransmetteur du systeme
sympathique qui augmente la frZquence cardiaque et entra’ne une vasoconstriction, ce qui augment
pression artZrielle. La nicotine (stimule) et la cotinine (inhibe) ont des effets opposZs sur la libZratio
de noradrZnaline. Cependant, la nicotine est de 100 ~ 500 foiagilus que la cotinine (Chahine et

al., 1993).

En conclusion la cotinine par ses propriZtZs pharmacologiques pourrait contribuer aux effets
"bZnZfiques" de la nicotine et s'opposerait aux effets "nocifs" de la nicotine, en particulier sur le

systeme cardio-vasculaire.

3.3. INTfReeTS FONDAMENTAUX ET THfRAPEUTIQUES DE LA

COTININE.

C'est tres prZtentieux éypothZtique de parler de la cotinine dans les thZrapeutiques. En effet,

les maladies du Systeme Nerveux Central (SNC) sont complexes et impliquent souvent une pluralitZ d
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voies neuro-endocrines toutes interconnectZes. Pour ces raisons, il est tres difficile qu'un mZdicame
ait l'effet "dZsirZ" sans avoir aussi de nombreux autres effets secondaires "non dZsirZs".

Cette complexitZ est accompagnZe d'une pluralitZ des sous-types de rZcepteurs, et c'est
utilisant des produits spZcifiques que l'on va obtenir un effet plus prZcis. La nicotine a beaucou
d'activitZs pharmacologiquesigure 8). Son utilisation comme mZdicament, ~ I'exception du
traitement de la dZpendance tabagique, est peu probable vu sa faible sZlectivitZ et ses effets second.

(LYllmann etl., 1995).



@ction anti-diuthiq@

58

Augmentation de la
frZquence respiratoil

(Sensibilitz acch

DZpolarisation partielle dans

DZpolarisation partielle

bg)szorartéosgi?\: le glomus carotidien et d'auti des terminaisons sensitive
P ganglions. | des rZcepteurs de la doule
S i de la pression et de la
| A tempZrature
| I Nicotine
DZpolarisatiol
: DZpolarisation partiell
| ggg?%gedpetgw —»—| des chZmorZcepteurs
I N I'area postrema
N
! \ ‘ I M
@ \ = CH3 Stimulation du
_ N\ N centre du vomissemel
@' Pression artZrle@ Y
\ i V

\ DZpolarisation partielle
— Stimulation ganglionnai
CVasoconstrlctloD I }
\

@
6 FrZgquence cardiaque

7l

/

Vomissemer

J =<

Renforcement de
['activitZ intestinal

V
DZfZcation
DiarrhZes

89

Figure 8 : SchZma rZcapitulatif des effets attribuZs " la nicotine. D'apres LYlImaain €1995).

ActivitZ

(- ActivitZ (+
para-sympathiq

sympathiqu

DZpolarisation partiel
dans les surrZnales

!

SZcrZtion d' aernal}

/

(

Augmentation de la dZgradat
du glycogene.
LibZration d'acides gras

Augmentation du glucose
d'aci et des acides gras dans le
"stress silencieux”

Par comparaison, la cotinine produit peu d'activitZs pharmacologiques et sa toxicitZ est a
moins 100 fois plus faible que celle de la nicotine. Les considZrations dxrammacocinZtique et
pharmacodynamique ne paraissent pas etre des facteurs limites de son utilisation. EBncefieine

traverse la barriere hZmatoencZphalique (BHE) (Bowman et al., 1964), et ses effets centraux pourraie
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otre mZdiZs par des mZcanismes cholinergiques (Dar et al., 1993; 1994). Son intZret ne rZside donc |
uniquement dans son utilisation thZrapeutique dans l'accoutumance tabagique et cardio-vasculaire, 1
c'est aussi un outil de recherche pour une meilleure comprZhension du fonctionnement du SNC
probablement du r™le jouZ par la nicotine dans la prZvention des processus de dZveloppement
certaines maladies neurodZgZnZratives, comme la maladie d'Alzheimer, de Parkinson. Cependant
nature du rZcepteur mZdiateur des activitZs pharmacologiques de la cotininetdeidaittifiZe pour

une meilleure Zvaluation de la place de la cotinine dans les thZrapeutiques actuelles.

La maladie de Parkinsonest associZe ~ une destruction des neurones dopaminergiques du Locus
niger. Ces neurones relient la "substantia nigra" au "corpus striatum". lls participent au contr™le d
activitZs motrices extrapyramidales par inhibition de I'activitZ des neurones cholinergiques. La maladi
se caractZrise par un dZficit en dopamine et un exces en acZtylcholine. La nicotine augmente

libZration de dopamine eh a dZmontrZ que les fumeurs ont moins de risque de dZvelopper la maladie
de Parkinson (Kirch et al., 1988). Les effets de la cotinine sur la libZration de dopamine n'ont pas Z

testZs.

La maladie d'Alzheimer se caractZrise par un dZclin graduel des fonctions intellectuelles. Elle est
provoquZe par une dZgZnZrescence du systeme cholinergigue accompagnZe d'un manc

d'acZtylcholine au niveau du cortex.

3.4.CONCLUSIONS
Les agonistes et antagonistes des nAChRs peuvent amZliorer les sympt™mes des pathologie:

SNC (Tabagisme, Parkinson et Alzheimer...) et cardio-vasculaires (athZrosclZrose et l'infarctus c
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myocarde). L'agoniste le plus connu (I'acZtylcholine) est rapidement dZtruit par I'acZtylcholinesteras
proche des sites de libZration. Son utilisation thZrapeutique est donc impossible. La dopamine |
traverse pas la barriere hZmatoencZphalique, et c'est son prZcurseur la L-DOPAutjlis&st a
nicotine, par ses multiples effets secondaifégufe 8) tres "nZfastes" sur le systeme cardio-
vasculaire aurait peu d'utilitZ, ~ I'exception peut-stre du sevrage des grands consommateurs de tabac
lorsqu'il n'y a pas de contre-indications. Son mZtahofite ses propriZtZs pharmacocinZtiques et
pharmacodynamiques pourrait peut-stre tre utilisZ. Cependant, peu (ou pas) d'Ztudes ont Z

consacrZes " l'effet de la cotinine sur la libZration des neurotransmetteurs.



Chapitre 1V : les rZcepteurs nicotiniques

En 1914 Dale classa les effets de l'acZtylcholine en deux growees correspondant aux
effets de la nicotine, observZs d'abord par Langley (1892), inhibZs par le curare et ceux correspond
aux effets de la muscarine, inhibZs par l'atropine. Le concept de rZcepteurs muscariniques (MAChRS)
nicotiniques (NAChRs) s'imposa entre 1932 et 1936. Il s'agit de deux groupes de rZcepteur
structurellement diffZrents.

Les mAChRs sont composZs de 7 hZlecésansmembranaires, sont monomZriques et couplZs
aux protZines G.

Les nAChRs sont polymZriques, forment un canal sZlectif aux cation&Net C3". lls sont
localisZs au niveau du SNC, des ganglions du systeme nerveux autonome, de la plaque motrice d
muscles squelettiques et de 'organe Zlectrique de certains poissons coffonanet’es

Les nAChRs appartiennent " la superfamille des rZcepteurs CANAUX IONIQUES LIGAND-
DfPENDANTS (Figure 9).

La stimulation produite par les mZdiateurs dits "exeiirs" comme la sZrotonine, l'acide
glutamique, I'acide aspartique ou la nicotine provoque une ouverture du canal et une dZpolarisation
la cellule (canal permZable aux cations) (Maricelet1991). Si la dZpolarisation est suffisante (seuil
d'excitabilitZ), il y aura propagation d'un potentiel d'action de neurone ~ neurone (Nakanishi, 1992). L:
stimulation produite par les mZdiateurs dits "inhibiteurs" (glycine ou GABA) provoque une
hyperpolarisation de la cellule (ces canaux sont sZlectifs des @ipR0, *) et un arret du signal

(Betz, 1990).
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Figure 9 : Modele de I'organisation transmembranaire des sous-unitZs des rZcepteurs canaux Ligand

dZpendants. D'aprss Galzi et Changeux (1995).

Notion de rZponse biphasique " faibles doses, la nicotine stimule la transmission ganglionnaire.

Ceci expliquerait ses effets sur I'Zveil, l'attentionlaetigilance produits par une consommation de

tabac. E fortes doses, la nicotine agit en bloquant

les ganglions. La dZpolarisation membranaire est

forte qu'un potentiel d'action ne peut plus se produire pendant un certain temps (pZriode rZfractairt

Ceci expliquerait ses effets de relaxation et de diminution du stress.
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4.1. PRINCIPES COMMUNS DES STRUCTURES TRIDIMENSIONNELLES.

Les rZcepteurs-canades neurotransmetteurs forment des hZtZrooligomeres avec 5 sous-unitZs
Sur la base de leurs sZquences en acides aminZs, ces rZcepteurstgeragnaupZs ~ l'intZrieur de 2
sous-familles : la famille des rZcepteurs nicotiniques et la famille des rZcepteurs au glutamate. L
premiere de ces 2 familles comprend les rZcepteurs nicotiniques ~ l'acZtylcholine (nAChRs), " la
sZrotonine (5HT3), au GABA et " la glycine. lls se composent de sous-unitZs de 450 ~ 700 acide
aminZs et montrent des sZquences homologues (25 ~ 60 %) avec des distributions similaires d
domaines hydrophobes et hydrophiles (Cockrofalet 1992; Maricq et al., 1991Figure 9). La
preuve en faveur d'une telle sous-division de sous-unitZs en domaines fonctionnels est fournie par c
Ztudes d'une sZrie de sous-unitZs chimZriques fonctionnelles (EdlZ1893). Les membres du
secondyroupe , la sous-famille des rZcepteurs au glutamate (sous-types NMDA , AMPA, kainate), son
composZs de larges sous-unitZs polypeptidiques de 900 ~ 1500 rZsidus avec des sZquences homolo
(18-70%) (Seeburg, 1993, Nakanishi, 1992). Leur organisation transmembranaire reste conjectura

mais des donnZes utilisables sont en accord avec ce modsle.

4.2. L'HfTfROOLIGOMfRISATION COMME SOURCE DE DIVERSITY.

D'apres les principes communs ~ l'organisation tridimensionnelle, les canaux ioniques ligand-
dZpendants prZsentent une large diversitZ de spZcificitZs pharmacologiques, de sZlectivitZs ionique
cinZtiques, lesquelles ont pour origine les diffZrences dans les sZquences d'acides aminZs (au niveat
sous-unitZs) et les combinaisons multiples portant sur l'assemblage des nombreuses sous-unitZ
lintZrieur des hZtZrooligomeres fonctionnels (Role, 1992, Sargent, 1993, Seeburg, 1993). Dans le ¢
des rZcepteurs nicotiniques, il existe 8 sous-unitdiffZrentes connues,sbus-unitZ$, uneg, uned,

une e ; celles-ci ayant ZtZ identifiZes par clonage molZculaire. Suivant les organes, elles peuve
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s'associeavec une stoechiomZtrie fixZe (muscle, organe Zlectrique...) ou une stoechiomZtrie gZnZr:
(cerveau; homooligomZrisation ou hZtZrooligomZrisation). De mamenoins 16 sous-unitZs sont

connues pour les rZcepteurs " la glycine ainsi que pour les rZcepteurs au glutamate (Seeburg, 1993).

4.3. LES RfCEPTEURS NICOTINIQUES E L'ACfTYLCHOLINE.

Les nAChRs sont des hZtZrooligomeres formZs de 5 sous-Uretts. masse molZculaire est
voisine de 300 KDa. Plusieurs sous-unitZs constitutives des nAChRs ont ZtZ identifiZes dans le SN
(Luetje et Patrick, 1991 ; Role, 1992 ; Sargent, 1993). DiffZrentes combinaisons de ces sous-unit:
forment des rZcepteurs diffZrents. Ces rZcepteurs different par leur conductance, leur susceptibilitZ

phosphorylation , ~ I'activation par les ligands nicotiniques et leur distribution (Role, 1992).

4.3.1. Classification des nAChRs.
Le prototype este nAChR du muscle et de l'organe Zlectrique du poisson Torpedo. C'est une
protZine pentamZrique de 300 KDa rencontrZe dans les muscles squelettiques et dans les orge

Zlectrigues de certains poissons, formZe de cinq sous-unitZs suivant la stoechiomZtrie

2(al), b1, c, doue Karlin, 1993) Figure 10).
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, blogueurs non comptitifs |
a-toxine (2)

Axe de symZtrie

Site de bass
S affinitZ (-30)

Figure 10 : SchZma du rZcepteur nicotinigue pZriphZrique. D'aprss Galzi et Changeux (1995).

Les sous-unitZs sont tres conservZes au cours de I'ZvolDégurototype lie #-Bgt (toxine de
venin de serpent) avec une tres haute affinikd € 1 nM) (Bruniquel et al., 1992). Les deux sous-
unitZsa portent les sites de liaison pour I'acZtylcholine et prZsentent de la coopZrativitZ podiive (n
Hill= 1.5). Les antagonistes non compZtitifs se lient ~ un site de haute affinitZ situZ dans le cane
ionique. lls inhibent le passage des ions par encombrement stZrique. D'autres sites de basse affir
(allostZriques) se trouvent "~ l'interface lipide-protZine.
4.3.2. Les nAChRs neuronaux ces rZcepteurs ont rapidement divergZ au cours de I'Zvolution. Sept
sous-unitZs ( a2, a3, a4, a5, a6, a7, a®dt 3 sous-unitZb (b2, b3, b4dnt ZtZ identifiZes dans les
neuronegDeneris etl., 1989; Role, 1992; Lindstrom, 1995). Le domaine transmembranaire des sous-
unitZs peut contenir des hZliceset desfeuillets b. Ces rZcepteurs ont ZtZ classZs en deux groupes

selon leur aptitude ~ lierd-bungarotoxineKigure 11).



Figure 11 : Structure des rZcepteurs nicotinigues ~ l'acZtylcholine neuronaux. D'apres Galzi et

Changeux (1995).

4.3.2a. Les nAChRs neuronaux qui ne lient pasd-bungarotoxine

lls sont constituZs de deux types de sous-uaitlh. La stoechiomZtrie e€(a)3(b) (Figure
11 gauche). Les combinaisons des sous-unit{is2 "~ 6) et des sous-unitz%2, b3, bdont ZtZ mises
en Zvidence (Cooper alt, 1991; Galzi et Changeux, 1995; Lindstrom, 1995).

Le sous-type4b2 prZdomine dans le SNC. Il contribue majoritairem®684) " la liaison de
haute affinitZ de la nicotine dans le cerveau (Flores et al., 1992). Il est probablement impliquZ dans
pharmacodZpendance tabagique car il est "up-rZgulZ" par un traitement " la nicotine (Fibtres et
1992; Sanderson et al., 1993; Ochoa, 1994). Les sous-aB8ithd eta5 peuvent se combiner pour
former des rZcepteurs post-synaptiques ganglionnaires fonctionnels (Verab)i$393).

La sous-unitZ lie le ligand tandis que la sous-uniiza une fonction structurale (Role, 1992).
Des Ztudes plus rZcentes (Coheralet 1996) sur les nAChRa3b2 et a3b4 ont conclu que les
premiers 120 rZsidus tid et deb2 contribuent ~ la conformation du site de liaison de I'agoniste.
4.3.2b. Les nAChRs neuronaux qui lient la-bungarotoxine

Ce sont des rZcepteurs homomZriques ou hZtZromZriques constituZs des seTseti@EE's

(Figure 11 droite). Les homomZriques ont ZtZ exprimZs dans les oocytesape(Schoepfer edl.,
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1990; Couturier et al., 1990; Gerzanich et al., 1994). Des Ztudes de liaisoraaeadarotoxine
(aBgt) montrent que (Keyser et al., 1993) :

- Le rZcepteur homomZriqa& est le sous-type prZdominant dans le cerveau de poulet.

- Les homomeresi8 sont par contre, prZdominants dans la rZtine de poulet.

- Les hZtZromerea7a8 sont mineurs dans le cerveau et la rZtine.
Dans le neurone, ces nAChRs sont localisZs extrasynaptiquement. Du fait qu'ils se dZsensibilise
rapidement, leur fonctionnement est restZ obscur pour les techniques classiques d'Zlectrophysiolo
(Vijayaraghavan etal., 1992). Leur affinitZ pouralBgt est moindre que celle des nAChRs
pZriphZriques. Le Kd est 8aM (a7) et 20 nM(a8) (Keyser et al., 1993; Lindstrom, 1995).
4.3.3. Les sous-unitZs des nAChRs

Les sous-unitZs des nAChRs sont des protZines membranaires composZes de 4 domair

(Figure 12). Ce schZma structural se retrouve dans tous les rZcepteurs-canaux.
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Figure 12 : ReprZsentation schZmatique de la structure des sous-unitZs des nAChRs. D'apres Galzi

Changeux, 1995

Haut : conservation des diffZrentes sous-unitZs, des sites de glycosylation et des cystZines 192 et 19:
Milieu : caractere hydrophobe des domaines M1 ~ M4 des sous-unitZs.

Bas: organisation d'une sous-unitZ dans la membrane cytoplasmique.
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* Domaine 1 (extracellulairg : hydrophile, il est relativement bien conservZ. Il contient un ou

plusieurs sites de glycosylation. Il est exposZ " la fente synaptique. Les deux cystZines cys192
cys193 sont caractZristiques des sous-unitEles contribuent " la conformation du site et " la liaison
de l'agoniste. On ne les trouve pas dans les sous-bnitZs

* Domaine 2 (intramembranaire) : ce domaine est hydrophobe et divisZ en quatre sous-domaines

(M1, M2, M3 et M4). Ces sous-domaines sont constituZs de 19 ~ 27 acides aminZs et forment la part

transmembranaire de la protZine. M2 est le plus conservZ " travers I'Zvolution. De nombreuses Ztuc
suggerent qu'il contribue ~ la formation ganal ioniqugFigure 13).

Ouverture du can

: nnﬂ l
0.7 nnv Iﬁﬁ ﬂ ﬁ
EMB \::LHLL g/?c%?ergr%%u

Cytoplasm

Coupe longitudinal Coupe transversale

Figure 13 : Coupes longitudinale et transversale du canal ioniduenAChR montrant le segqment M2

de chaque sous-unitZ dans le canal ionique. D'apres Gies (1993).

M2 contient quelques rZsidus hydroxylZs (Ser, Thr), Leu et contribue aux sites de liaison de hau
affinitZ des antagonistes non compZtitifs. Ses rZsidus (Glu, Asp) chargZs nZgativement forment de

chaque nAChR des anneaux localisZs du c™tZ cytoplasmique, synaptique et intermZdiaire. Les cha

nZgatives de ces anneaux contr™lent le flux des ions (Galzi et Changeukid985)14).
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Figure 14 : Modele du site de haute affinitZ pour les antagonistes non compZtitifs ~ l'intZrieur du

canal. D'apres Galzi et Changeux, 1995.

Le domaine M2 et la numZrotation correspondent ~ ceux d'un rZceafelnomooligomZrique. Le
domaine M2 est arrangZ ea-hZlice et forme dans le sens N-terminal vers C-terminal, les
intermZdiaires chargZs nZgativement sZrine, thrZonine, leucine Zquatoriale, valine, deux leucine
adjacentes externes et les anneaux externes chargZs nZgativement. L'anneau interne char
nZgativement (position 234 de la structure primaire) n'est pas montrZ. Le site de liaison de la

chlorpromazine (CPZ) s'Ztera: del” des anneaux thrZonine, sZrine et leucines Zquatoriales. Celui de
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trifluoromZthyl-iodophZnyl-diazirine (TID) chevauche celui de CPZ et s'Ztend vers le ¢c™tZ C-termin:
jusqu” l'anneau des valines. Le site d'incorporation covalente de la moutarde de meproadifene (Mep
est l'anneau externe des glutamates. Le site d'incorporation du TPMP ou triphZnyl-mZthyl-
phosphonium (non montrZ) est I'anneau thrZonine.

* Domaine 3 (cytoplasmique): hydrophile, il est exposZ au cytoplasme. Il est moins conservZ et sa

phosphorylation rZgule le fonctionnement du rZcepteur.

* Domaine 4 (extracellulaire ou C-terminal): il est hydrophobe et constituZ de 20 rZsidus. Il porte le

groupement COOH terminal.

4.3.4. Localisation, Expression et Pharmacologie des sous-unitZs des nAChRs.
Les sous-unitZs des nAChRs sont tres semblables structurellement. Cepénesiste des

diffZrences au niveau de leur masse molaire, leur localiséian,cinZtique et leur aptitude ~ former

des canaux fonctionnels vitro (Tableau 7).



Tableau 7 : Tableau rZcapitulatif des caractZristiques biochimigues et fonctionnelles des

sous-unitZs des nAChRs

Sous-unitZs Massemolaire Localisation Canaux fonctionnels
(daltons)
al 50 000 "plaque motrice" avecbl, g, doue
a2 noyau
interpZdonculaire
(MRNA)
a3 57 000+/- 1 habenula mZdiane b2, b4
(MRNA)
a4 51 000 Tout le cerveau b2, b4
as 49 000 Cerveau et gangliong a3, a4
a6 pas de r™le fonctionriel
“in vitro"
ar 60 000 Tout le cerveau ar, a8
(plus prZdominants que
les a8)
a8 60 000 Tout le cerveau ar, a8
(prZdominants dans la
rZtine)
bl 53 700 "plagque motrice" avecal, g, doue
b2 79 000 Tout le cerveau az, a3, a4
b3 pas de r™le fonctionriel
"in vitro"
b4 52 000 +/- 1 habenula mzdiane az, a3, a4

Les propriZtZs pharmacologiques de diffZrents nAChRs exprimZs dans l'oocyte du Xenope ont Z

rapportZes par Role (1992) et Le Noveralet(1993) Tableau 8).
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Tableau 8 : PropriZtZs pharmacologiques de nAChRs exprimZs dans I'oocyte de Xenope (le:

genes sont ceux du rat " I'exception d8). D'apres Role (1992) et Le Novere &t, (1993).

Canaux Profil pharmacologique Blocage par é- Bgt
a2b?2 N>D=A>C (-)

a3b2 D=A>N>C ()

a4b2 A=N>D>C )

azb4 C>N>A>D ¢)

a3b4 C>N=A=D )

adb4 C>N>A>D ?

a7 N>C>D>A Blocage

a8 N =A ?

A=AcZtylcholine; N= nicotine; C= cytisine; D= DMPP (1,1-dimethyl-4-phenyl-piperazinium iodide).

Il faut noter que la pharmacologie des nAGhpeut varier en fonction de multiples facteurs.

Plusieurs Ztats du rZcepteur ont ZtZ dZé&igsie 15). Actuellement, ces rZcepteurs sont considZrZs

comme des protZines allostZriques pouvant intZgrer des messages de plusieurs systemes

transmission cellulaires (Galzi et Changeux, 1995).



cat ca’

CB @ ach |V

&

Figure 15 : Modesle ~ guatre Ztats minimum de transitions allostZrigues du nAChR. D'apres Galzi et

Changeux, 1995ACh :acZtylcholine; CB : antagoniste compZtitif, NCB : antagoniste non compZtitif;

P : phosphorylation; R : repos; A : actif; | : intermZdiaire ou rapidement dZsensibilisZ; D : lentement

dZsensibilisZ et stabilisZ ~ I'’Zquilibre.



4.4. COMPLEXITf DU PROBLEME RELATIF E LA DIVERSITf DES nAChRs

NEURONAUX.

Les Ztudes les plus rZcentes ont aboutimdigence d'un theme fondamental dans la biologie
des rZcepteurs : "tous les rZcepteurs canaux ligand-dZpendants prZsentent une diversitZ considZrab
niveau structural et fonctionnel". Cette diversitZ semble Zvidente Ztant donnZ le nombre d
combinaisons possibles entre les sous-unitZs et I'Ztendue des canaux ioniques activZs par cha
transmetteur.

Une simple rZflexion sur la diversitZ liZe au nombre de combinaisons possibles entre les sou
unitZs souligne la complexitZ du probleme. Sachant que I'on conna’t 7 soustetit¥sous-unitZ$,
et en supposant pour simplifier qu'l NAChR neuronal inclue seulement 1 type de soasetidit®pe
de sous-unitB, on obtient 21 versions possibles pour la stoechiomZ4ge. En outre, s'il existe des
nAChRs neuronaux hZtZacethZtZrdb, on obtient 1323 combinaisons possibles et si la stoechiomZtrie
2a3b est permise, le nombre total de solutions potentielles est 4410 (Role, 1992).

Cependant, ces calculs sont tres hypothZtiques, car certaines combinaisesls@stn vivo
, lors de I'assemblage qui suit des regles complexes (Vernalis et al., 1993). En outre, il est probable q
beaucoup d'autres genes codant pour des sous-unitZs restent encore ~ dZcouvrir et que la connaisss
des diffZrents genes des nAChRs prZsents dans un neurone soit insuffisante pour prZdire quels so
types de rZcepteurs y sont prZsents (Steinbach et Ifune, 1989).

Cette diversitZ dans les types de sous-unitZs et dans leurs combinaisons confere aux cana
ioniques des propriZtZs fonctionnelles diffZrentes. On conna’t par exemple des diffZrences liZes *
composition en sous-unitZs dans la conductance du canal, dans la cinZtique de son temps d'ouvert

dans sa sensibilitZ aux agonistes et aux antagonistes et dans son taux de dZsensibilisation (Role, 19



De plus, les nAChRs sont distribuZs dans diffZrentes rZgions cZrZbrales selon les combinaisons el

leurs sous-unitZs constitutives.

4.5.DISTRIBUTION RfGIONALE DES nAChRs NEURONAUX.

Les Ztudeswtoradiographiques de Clarke et al., (1988) montrZ que la nicotine tritiZe et
IOacZtylcholine tritiZe se lient pratiquement au meme niveau dans le cerveau de rat. Pour ces auteurs
[3H]nicotine se fixe prZfZrentiellement dans le thalamus, alors que pour dOautres (Abood et al., 198
elle se lie surtout au niveau de IOhippocampe et de IOhypothalamus sur des sites de nature
cholinergique. Les Ztudes de liaison di8ld]nicotine dans le cerveau de rat permettent de distinguer
plusieurs populations de sites (Sloan et al., 1984). Les sites nicotiniques de haute affinitZ pour |
nicotine semblent prZdominer dans le thalamus du singe, contrairement aux sites de basse affinitZ li:
la [1251]a- Bgt qui sont situZs, pour Ciminoat, (1992)principalement dans les noyaux thalamiques,
IOhabenula mZdiale et dans la lamina | du cortex. Ces sites pourraient reprZsenter les sites par lesc
la nicotine exerce ses actions pharmacologiques centrales. Cependant, I'analyse de la distribution
nombreux genes codamiour ces sous-unitZs rZalisZe par hybridation in situ a rZvZIZ des localisation:
plus complexes des sous-unitZs " |QintZrieur du cerveau . Ainsi, bien que les Ztudes biochimiques a
surtout mis en Zvidence le r'™le des sous-laMtZs b2 dans le CNS et celui de3 etb4 dans la
pZriphZrie, les Ztudes molZculaires ont rZvZIZ un profil plus complexe. Par exemple, I'hybridation |
situ chez le rat indique que les expressionsadea3, a4, a®t b2 serecouvrent en partie dans le
noyau interpZdonculaire. C'est Zgalement le casg®yw4, b2, b3et b4 dans I'habenula mZdiane. De
meme, chez le poulet, les Ztudes d'hybridation in situ ont rZvZIZ I'expressi@nai: adet b2 dans
les memes neurones centraux. Chez les oiseaux, c'est I'analyse par "polygharaseaction” qui a

rZvZIZ 'expression @8, a4, a5, a7, bl et b4 dans les ganglions pZriphZriques.
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En fait, la plupart des rZgions du CNS exprimetativement fortement un ou deux genes
codant pour les sous-unitZsles autres sous-unitdsZtant absentes ou prZsentes " de faibles niveaux.
L'expression dd4 est extremement moins prononcZe que celld@elans le CNS (Role, 1992). Par
exemple,a4b2 prZzdomine dans IOhippocampe et dans le iges, alors que3b2 coexiste avec

a4b2 dans l'aire tegmentale ventrale (Ochoa, 1994).

4.6.LE RfCEPTEUR NICOTINIQUE DES INSECTES.

Dans le SNC, le neurotransmetteur excitateur majoritaire chez l'insecte est I'acZtylcholine alot
que chez les vertZbrZs c'est le glutamate (Gundelfit@@2; Gundelfinger et Hess, 1992). De plus, les
nAChRs sont plus abondants que les mMAChRs dans le SNC des insectes. Pour les vertZbrZs, l'inve
est vrai (Gundelfinger et Hess, 1992). Plusieurs sous-uaiike et b-like ont ZtZ identifiZes chez
linsecte, soulignant l'ubiquitZ et la multiplicitZ (homo et hZtZrooligomZrisation) des rZcepteur:
nicotiniques (Gundelfinge,992; Schuster et al., 1993). 3 genes ont ZtZ identifiZs codant pour les sous-
unitZsa : ALS (dphadike subunit), Da2 (Drosophilaa-like subunit2) et Da3 (Drosophilaa-like
subunit3) qui auraient un r™le dans la liaison du ligand car ils prZsentent les cystZines Cys192
Cys193. 2 autres genes codent pour les sous-unitZs structurales : ARD (naxfiyicholingeceptor
from Drosophila), appelZ aussi AChR64B pour sa localisation chromosomique (position 64B) et SBC

(Secondb subunit fromDrosophila). L'homologie structurale entre les sous-unitZs des nAChRs des

insectes et des vertZbrEglure 16) est tres forte, de 3350% (Gundelfinger, 1992).
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Figure 16 : Comparaison de la structure des genes des nAChRs. D'apres Gundelfinger et Hess

(1992) Les fleches marquent la position des introns reprZsentZe sur une structure rappelant les sous
unitZs des nAChRs. Les cercles pleins sont les introns prZsents dans au moins deux genes ou grou
de genes. Les cercles vides sont les introns uniques ~ un gene ou groupe de genes. SP sigeptide

M1 ~ M4 domaines transmembranaires. S-S : pont disulfure tres conservZ.

Ces sous-unitZpeuvent former des rZcepteurs mixi@}y insecte / b) vertZbrZ fonctionnels
rZpondant " I'acZtycholine et ~ la nicotine (Bertrand et al., 1994). Cependant, la comparaison des profil
pharmacologiques (affinitZ pous Bgt) suggere des diffZrences pharmacologiques des rZcepteurs chez
la drosophile (Gundelfinger1992; Bertrand et al., 1994) et des diffZrences pharmacologiques des

rZcepteurs des insectes et des vertZbrZs (Ohana et Gershoni, 1990).

4.7. MODULATIONS DES nAChRs NEURONAUX "Up-rZgulation® et "down-
rZgulation”.
Les rZcepteurs nicotiniques neuronaux sont soumis ~ des mZcanismes de rZgulation. Quand

plupart des rZcepteurs aux drogues sont exposZs de fason chronique " leur agoniste spZcifique, le
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nombre diminue. On appelle ce phZnomene la "down-rZgulation" (Creese et Sibley, 1981) et elle pet
otre Zgalement provoquZe par la suppression des mZcanismes dOinactivation de IQagoniste (inhib
dOenzymes de clivage de IOagoniste ou blocage de I0Zlimination de IOag6@idta)nistration

chronique dOun antagoniste induit une sous-exposition du rZcepteur ~ IQagoniste, et conduit de ce fa
une augmentation du nombre de rZcepteurs. Ce phZnomene est appelZ "up-rZgulation" (Creese
Sibley, 1981). La down et l'up-rZgulation des nAChRs centraux et pZriphZexjsest apres un
traitement chronique de rats avec des inhibiteurs de la cholinestZrase (Costa et Murphy, 1983; Colli
et al., 1990) ou apres une administration chronique de nicotine (Marks et al., 1983; 1992; Pauly et al.
1991; Flores et al., 1992; Sanderson et al., 1993; Collins et al., 1994) ou d'antagonistes nicotinique
(Collins et al., 1990; 1994).

Cependant, le traitement chronique par la nicotine qui est un agoniste des rZcepteur
nicotiniques, augmente le nombre des sites de liaison, alors que IQaffinitZ pour les liganc
cholinergiques reste inaltZrZe. On ne sait pas si ces sites sont prZsynaptiques, postsynaptiques oL
deux. Ce phZnomene dOup-rZgulation en rZponse " |Oadministration chronique de nicotine est f
particulier car :

* seuls les rZcepteurs nicotiniques centraux sont up-rZgulZs (et pas les pZriphZriques).

* les rZcepteurs cholinergiques muscariniques ne sont pas up-rZgulZs.

* |Oup-rZgulation se produit pour certains types de nAChRs neuronaux.

* |es sites de liaison dealBgt ne sont pas up-rZgulZs, ils le sont seulement dans certaines rZgions di
cerveau par de tres fortes doses de nicotine ou ils sont down-rZgulZs selon le mode d'administrati
(chronique ou subchronique, animal vigilant ou anesthZsiZ...).

* |Oup-rZgulation est un phZnomene rZgio-sZlectif (Marks et al., 1992; Sanderson et al., 1993).
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Cette up-rZgulation des nAChRs est associZe " la tolZrance chez les rongeurs et pourra
impliquer une augmentation de la synthese des rZcepteurs. Certains auteurs ont en effet mentionnZ «
la nicotineinduit une transcription rapide des genes de rZponse prZcoce (Greenberg et al., 198¢
Ochoa, 1994).

D'autres auteurs ont suggZrZ que |Oaugmentation des sites de liaison de haute affinitZ (st
|Oeffet dOun traitement subchronique ~ la nicotine) Ztait due ~ une interconversion des sites de ha
affinitZ et des sites de basse affinitZ, plut™t qud™ une synthese de nouveaux sites de liaison d
nicotine (Romanelli eal., 1988). Des donnZes plus rZcentes, semblent indiquer que les rZcepteurs u
rZgulZs adoptent une conformation qui ralentit leur dZpart de la surface et leur dZgradatiora{(Peng et
1994). Il semblerait donc queip-rZgulation soit liZe ~ des modifications post-transcriptionnelles

induites par la nicotine sans modification du taux de transcription (Marks et al., 1992; Ochoa, 1994).

4.8. Df SENSIBILISATION DES nAChRs.

E 10Ztat dZsensibilisdn NAChR est capable de lier les agonistes cholinergiques, mais ceux-ci
sont incapables dQactiver les mZcanismes du rZcepteur impliquZs dans la rZponse biologique.
dZsensibilisation aigu‘ et la dZsensibilisation chronique des NAChRs sont ZvoquZes pour expliquer |
effets de la nicotine sur le cerveau des fumeurs.

La dZsensibilisation aigYe spZcifique (ou tachgpiie) ~ la nicotine est un phZnomene
rZversible et rapide aussi bien dans son dZveloppement que dans le retour ~ IOZtat normal &Rprchet e
1988). COest une propriZtZ intrinseque des rZcepteurs nicotiniques qui implique une interaction direc
et spZcifique entre le rZcepteur et le ligand. Le nombre de rZcepteurs ~ la nicotine reste inchangZ
cours de ce phZnomene qui semble intervenir dans le dZveloppement de la tolZrance journaliere

diffZrents effets de la nicotine (comme la relaxation musculaire ou IQactivation de la perception).



81

La dZsensibilisation chronique se produit apres une exposition prolongZe " la nicotine. Cette
dZsensibilisation, chez IOhomme, appara’t apres des expositions " la nicotine de plusieurs jours, mc
voire plusieurs annZes. Ce phZnomene est moins rapide ~ sOZtablir et " rZtablir I0Ztat normal qu
dZsensibilisation aigu‘. Ce mZcanisme est Zgalement moins rZversible et pourrait stre responsable de
tolZrance aux effets de rZcompense et dOaversion (comme la nausZe ou I0Ztourdissement) produits
nicotine.

Le phZnomene dOup-rZgulation des nAChRs neuronaux devrait normalement se produire apr
une exposition chronique ~ un antagoniste mais pas ~ un agtelisfge la nicotine. Pour expliquer ce
paradoxe, on suppose que la nicotine agit dDabord en tant quOagoniste mais qu®~ long terme, elle i
la dZsensibilisation des rZcepteurs, agissant ainsi comme un antagoniste fonctionnel. Une au
hypothese intZressante pour expliquer le phZnomene de dZsensibildesiorAChRs induite par la
nicotine, est que le r'Mle  dOantagoniste fonctionnel pourrait stre jouZ par un mZtabolite de la nicot
comme la cotinine (Schwartz et Kellar, 1983b).

Il est donc probable quOil existe dans le cerveau un Zquilibre entre les #sereshilisZes et
non dZsensibilisZes des rZcepteurs, comme cOest le cas pour les NAChRs du muscle et de 100
Zlectrique de poissofFigure 15). De plus, on ne sait pas si les diffZrents sous-types de rZcepteurs du
cerveau prZsentent les memes caractZristiques de dZsensibilisation que leurs homologues pZriphZrio
et si les propriZtZs de dZsensibilisation des NAChRs neuronaux ne varient pas selon leur localisat
dans le cerveau. La rZponse " ces questions pourrait permettre dOexpliquer les diffZrences obsen
dans les comportements de tolZrance. En effet, la tolZrance en termes cellulaires et molZculai
pourrait «tre liZe " diffZrents profils de dZsensibilisation des nAChRs neuronaux selon leur localisatior
et~ des changements dOZtat de phosphorylation de ces rZcepteurs §Milk383t, Smith et al., 1987;

Ochoa, 1994).



4.9. CONCLUSION.

Le nAChR est la cible pharmacologique de toute approche pharmacologique de la dZpendan
tabagique. Cette cible est hZtZrogwaela multiplicitZ des nAChRs. Cette multiplicitZ expliquerait le
spectre tres large des actions de la nicotine. La caractZrisation de la contribution de chacune de ¢
cibles dans les effets de la nicotine permettra probablement de cibler un effet particulier de la nicotine
Par exemple, on pense actuellement que le NAChR contenant la sousdies¥ responsable de la
libZration de la noradrZnaline (Clarke et Reuben, 1996). Des lors, le dZveloppement de nouvelle
drogues nicotiniques sZlectives et l'identification des cibles pharmacologiques des mZtabolites conn
de la nicotine, comme la cotinine, s'imposent comme dZmarches scientifigues dZfendables. |
deuxisme alternative prZsente un second intZrst, puisqu'elle permettra d'Zvaluer la contribution de
mZtabolites de la nicotine au spectre des actions de la nicotine.

C'est dans cette perspective que raues envisagZ ce travail.



MATERIELS ET METHODES

| LE MATfRIEL BIOLOGIQUE.

1.1. Les insectes

Notre Ztude a portZ sur deux especes de mouches de la famille des calliphoridZes, vulgaireme
appelZes mouches " viande. L'esp&@adliphora vomitoria(C.v.)ou mouche bleue de la viande mesure

9 " 14 mm et l'especéucilia caesar(L.c.) ou mouche impZriale, de couleur verte, mesure 6 ~ 11 mm.
Les mouches ont ZtZ maintenues daniseaher de 250 ml gr¥oce ~ une gaze, " la tempZrature ambiante

, 'humiditZ de I'air Ztait de 72%. Les mouches avaient libre acces " une solution de glucose.

1.2. Le poissorTorpinidae.

C'est l'organe Zlectrique de ce poissomquis a servi pour I'Ztude des nAChRs pZriphZriques.

1.3. Les souris

Notre Ztude a portZ sur les souris Swiss m%oles et femelles pesant 24-34 g. Elles proviennent de r
Zlevage ou ont ZtZ achetZes (Centre d'Zlevage DEPRéS FRANCE). Elles ont ZtZ maintenues au rytt
de la lumiere naturelle ~ une tempZrature 2+ 2;C. Elles avaient libre acces " la nourriture (Rat
chow A04) et " I'eau. Les souris ont ZtZ maintenues au moins trois jours ~ I'endroit de I'expZrimentatio

avant la manipulation.



1.4. Les rats

Nous avons utilisZ des rats Sprague Dawley (IFFA-CREDO FFRAM®@E)es ou femelles dont le
poids est indiquZ dans RfSULTATS EXPfRIMENTAUX. Les rats ont ZtZ maintenus au moins trois
jours avant I'expZrimentation " la tempZrature2@et 2iC au rythme de la lumiere naturelle. Ils ont

reesu de au et de la nourriture standard (AG&q Tibitum®™.

IIl_ LES SOLVANTS.

Tous les solvants utilisZs sont de qualitZ rigoureusement pure (RP). lls proviennent de :
AcZtone (CARLO ERBA).
Acide chlorhydriqgue (PROLABO).
Ammoniac (PROLABO).
Azote liquide.
Benzene (SIGMA).
DichloromZthane (PROLABO).
Ethanol (SIGMA).
Hydrate3-((3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio)-1-propansulfon@t¢APS) (ALDRICH).
Liquide de scintillation INSTA-GEL (PACKARD Camberra Company).
MZthanol (SIGMA).

Urine humaine daon fumeur (Stagiaire).

lll_ LES RfACTIFS.

Acide carboxylique+/-)-trans-4-cotinine (carboxycotinine) (ALDRICH).

Bis (N,N'-Methylene-bis-acrylamide) (BIO-RAD).



Bleu de bromophZnol (MERCK).

Dicyclohexylcarbodiimide[@CC) (ALDRICH).

Ether anesthZsique (GIFRER BARBEZAT FRANCE).

Gel SZpharose EAH 4-B (PHARMACIA BIOTECH) (bras espaceur de 10 atomes).
GlycZrol (SIGMA CHEMICAL Co.).

Glycine (PROLABO).

Phenylmethanesulfonyl fluoriddPMSF) (ALDRICH).

Hydrochloride N'-(3-Dimetylaminopropyl)-N-ethyl-carbodiimidedC) (ALDRICH).
Hydroxyl ammonium (PROLABO).

Persulfate d'ammonium (MERCK).

Propylamine (ALDRICH).

RZactif de dosage des protZines (DC Protein Assay) (BIO-RAD).

Sodium dodZcyle sulphate (SDS) (PROLABO).

Acrylamide 09,9%) (BIO-RAD).

IV_ AUTRES.

Adsorbant Bio-Beads SM-2 (BIO-RAD).

Filtres WHATMAN en microfibre de verre de tyjg&-/B de diametre 25 mm (POLYLABO).

I sopentane (SIGMA).

Ligands : nicotine et nornicotine sont de Sigma. La cotinine et la N-oxide de cotinine ont ZtZ
synthZtisZes respectivement selon Bowman et Mc Kennis (1963) et Dagne et Castagnoli (1972).

Marqueurs de masse molaire (Standard de SIGMA).
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Membrane dalialyse SPECTRAPOR (Seuil de coupure : 6 000-8 000) (SPECTRUM MEDICAL
INDUSTRIES).

Plaques de silice po@CM ALUGRAM SIL G/UV 254 (MACHEREY-NAGEL).

V_ LES RADIOLIGANDS.
La[125l]cotinine (BEHRING DPC):

ActivitZ spZcifique = 3500 1bBq.g1 (3500 Cig"). QuantitZ fournie 5,5 10 Bq (5,5 uCi)
lyophilisZe. Masse molaire = 458wple . Stockage ~ 4G 8 semaines maximum. PuretZ >

90%.

La[125I]a- bungarotoxinga- Bgt) (AMERSHAM) :
ActivitZ spZcifique = 220 10Bg.mmole (220 Cimmole'). QuantitZ fournie = 106 Bq dans
200 pl (106 pCi). Stockage " 4iC dads la sZrum albumine de bovin (BSA) 1 mgl.reh prZsence

d'azide de sodium 0,02%uretZ > 95%.

L a[3H]nicotine (NEN DUPONT DE NEMOURS) :

ActivitZ spZcifique = 78,4 1bBq.mmolé' (78,4 Cimmolé). Quantit? fournie 2,5 16 Bq

dans 250 pl (250 uCi). Stockage " -20;C dans I'Zthanol abBotetZ > 95%.

VI_ L'APPAREILLAGE.

Analyseur dOimages (Densitometre) BIOCOM (version 1.50 b).

Appareil HPLC (Spectra-Physics), ZquipZ d'un distributeur automatique d'Zchantillon.
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Centrifugeuse (BECKMAN Model J2-21 rotor JA-20).
Compteur " scintillation (BECKMAN).

Compteur Gamma Crystal 5400 Series (PACKARD).
Cuve d'Zlectrophorsse (BIO-RAD)

Cuve millipore ~ 12 trous (MILLIPORE).

DZveloppeur RX XP 505 (3M).

Microtome (tissue TEK Il MILES).

Ordinateurs PC (IBM) ou Macintosh (Apple).

Pompe pZristaltique (GILSON MEDICAL ELECTRONICS).
Spectrometre de RZsonance MagnZtique NuclZaire (RMN) (BRUKER AM B0@hogZnZisateur
(BIRKMANN POLYTRON).

Spectrophotometre (VITATRON).

Spectrophotometre infrarouge 298 (PERKIN-ELMER).

Ultracentrifugeuse (BECKMAN).

VII_ LES MfTHODES.

7.1. Synthese de la cotinine.
La cotinine et la N-oxide cotinine, utilisZes dans ce travail, ont ZtZ synthZtisZes et identifiZes p
des mZthodes chimiques et spectrales comme dZcrit respectivement par Bowman et Mc Kennis (19¢

et Dagne et Castangoli (1972).
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7.2. ftude de l'activitZ insecticide chez la mouche " viande.
On se place dans les conditions oe sont gZnZralement utilisZs les insecticides. Nous avor
pulvZrisZ 1 ml d'eau distillZe $8) sur les mouches tZmoins ou 1 ml ZH contenant une

concentration donnZe d'un alcalosde ou d'un mZlange d'alcalosdes, sur les autres.

7.3. ftude de la toxicitZ chez la souris Swiss.

Nous avons choisi la voie intrapZritonZale @ogr I'injection des alcalosdes ou leur mZlange

la souris Swiss. Les souris ont resu 10 mikgle solution isotonique (NaQ@,9%) contenant une
concentration donnZe d'alcalosde. L'Ztude s'est dZroulZe aux memes heures (14h-16h). La mortalit

ZtZ contr™I|Ze jusqu” 18 h et le lendemain matin.

7.4. ftude de la biodisponibilitZ de la cotinine chez le rat Sprague Dawley.
7.4.1. Conditions expZrimentales.

Chaque animal ne sert qu'une seule fois pour un temps ou une dose de drogue pour Zvit
I'accoutumance et le conditionnement.

Chaque traitement est rZalisZ sur un lot de 5 rats dont trois serviront pour I'extraction de I
cotinine et son dosage par HPLC et RIA. Les 2 autres rats serviront pour I'Ztude autoradiographique.

Les rats ont ZtZ traitZs le matin vers 9-10 h.

Les rats sont endormis par de I'Zther anesthZsique (GIFRER-BARBEZAT) dans une enceint
saturZe .

Le sang est prZlevZ par canulation de la carotide, recueilli dans des tubes hZparinz
(VACUTAINER BECTON-DICKINSON) . Les rats sont ensuite sacrifiZs par Ztirement spinal, les

cerveaux prZlevZs, lavZs dans une solution isotonique (N@8@) et plongZs environ 30 secondes
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dans de l'isopentane (SIGMA) maintenu " -35;C par de l'azote liquide (Clarke et al., 1985) pour une
congZlation rapide qui permet d'Zviter toute dZgradation des tissus au cours de la congZlation et
conservation ~ -20;C (Herkenham et Pert, 1982).

L e meme cerveau prZlevZ sert pour le dosage HPLC, RIA et CCM.

7.4.2. ftude du passage de la cotinine dans le systeme nerveux central (SNC) chez le rat.

L es voies intra-pZritonZale (ipspus-cutanZe (sc.) et intra-veineuse @nt)ZtZ testZes.

Trois tempss; 20 et 60 min ont ZtZ testZs par voie sc..

Ces essais ont montrZ que les quantitZs de cotinine dZtectables dans le systemeem@inatux
(SNC) sont supZrieures par voie sc. et iv. par rapport ~ la voie ip. et supZrieures au temps 20 min p
rapport aux temps 5 et 60 min. Les rats ont ensuite resu trois doses de dgtitinet 70 mg.kd par

voie sc. et ont ZtZ sacrifiZs au temps 20 min.

7.4.3. ftude de la rZgulation du passage de la cotinine dans le SNC par le systsme cholinergique
chez le rat.

Les rats ont reeu les drogues et les doses suivantes :

_cotinine 1; 10 ou 70 mg.kyen coadministration avec la nicotine 0,1 mglkg

_ cotinine 70 mg.kdt en coadministration avec la mZcamylamine ou I'hexamZthonium (1
mg.kgd).

Cesgroupes ont ZtZ sacrifiZs au temps 60 min.



7.4.4. Extraction alcoolique de la cotinine.

Il s'agit d'extraire un composZ polaire (la cotinine) d'un liquide physiologique (le plasma) ou
d'un organe (le cerveau) en vue d'un dosage quantitatif radioimmunologique (RIA), chromatographiqu
HPLC et une Ztude qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM). On a donc appliquZ |
technique d'extraction par le mZthanol qui ardpportZe pour I'extraction d'autres alcalosdes comme la

nicotine, la cytisine et la lobZline (Reavill et al., 1990).

- Mode opZratoire: 1 gde cerveau est dZcongelZ, homogZnZisZ au broyeur mZcanique dans de I'e
distillZe (0,5 ml) en prZsence de 10 pl de 2-phenylimidazole ( ALDRICH) comme standard interne. Le
volume est ajustZ avec du mZthanol (SIGMA) ~ 2,5 ml et agitZ mZcaniquement au vortex. Aprss uni
centrifugation de 5 min ~ 4{C et 4000 rpm, le surnageant est transfZrZ dans un tube ~ hZmolyse. L
culot est lavZ deux fois avec 1,25 ml de mZthanol. Les surnageants sont transfZrZs dans un tub
hZmolyse et le volume final est de 5 ml. Le surnageant final est agitZ horizontalement au vortex Zquip
d'un plateau horizontal pendant environ 18 h avant une ultracentrifugation de 10 mn ~ 4;C et 105 00
g.

Le sang prZlevZ est centrifugZ 10 mn "~ 4;C et 4000 rpm. 1 ml de plasma obtenu est ajustZ ~ 5 ml av
du mZthanol, agitZ au vortex sur un plateau horizontal pendant 30 min. Apres une centrifugation de 1
min ~ 4iC et 4000 rpm, le surnageant est ZvaporZ au rota vapeur sous pression rZduite ~ 40;C et rep

dans 400 pl d'urine humaine de non-fumeur.



7.4.5. Dosage radioimmunologique (RIA) de la cotinine.

Le principe du dosage est fondZ sur la compZtition entre la cotinine et la cotinine marquZe
llode 125 [125l]cotinine) pour les memes sites anticorps (Acl). Apres une incubation pendant un
temps donnZ, un second anticorps (Ac2), couplZ au polyZthylene-glycol (PEG), permet, apres
incubation et centrifugation, la sZparation de la cotinine fixZe et de la cotinine libre. Le culot est sZpal
du surnageant par aspiration et comptZ. La concentration de cotinine de I'Zchantillon est lue par rapp
" une courbe d'Ztalonnage. La radioactivitZ mesurZe est inversement proportionnelle ~ la concentratic
de cotinine ~ doser.

Mode opZratoire : la trousse est utilisZe conformZment aux instructions donnZes par le fournisseur
Etant donnZ que cette trousse utilise une gamme d'Ztalonnage prZparZe dans l'urine, la cotinine extt
du cerveau et du plasma a ZtZ reprise dans l'urine de non-fumeur. Cette urine a ZtZ contr™IZe pot
taux de cotinine naturellement dZtectZs chendesfumeurs. De plus, des rats tZmoins, traitZs de la
meme maniere, ont ZtZ inclus dans I'Ztude et un dosage HPLC a ZtZ rZalisZ chez les memes individ
Dans ce dosage HPLEs extraits alcooliques n'ont pas ZtZ repris dans l'urine.

La concentration de la gamme d'Ztalonnage varie de 0 ~ 15 080 hgOn incube 50 pl de standard,
Zchantillon ou contr™le pendant 30 min avec 100[fiP88cotinine et 100 pl d'antisZrum polyclonal
anti-cotinine (Ac1). On ajoute 1 ml de solution de prZcipitation contenant le second anticorps couplZ &
PEG (Ac2-PEG). On incube 10 min ~ tempZrature ambiante. Les Zchantillons sont centrifugZs, I

radioactivitZ du culof{25l]cotinine-Ac1-Ac2-PEG) est comptZe dans un compteur Gamma.



CaractZristiques de la trousse
_ QuantitZ d¢125I]cotinine livrZe : 5,5 p curies ( 204 Bq ) lyophilisZe.
_ ActivitZ spZcifique : 3500 @j1.
_ Le Iyophilis%ot est repris dans 10 ml d'eau distillZe .
_ActivitZ au moment du marquage : 100000 cpm dans l'essai .

_ Maximum de liaison : 40 " 50 % .

7.4.6. Purification prZliminaire de I'extrait alcoolique cZrZbral.

Cette purification a pour but de rompre les liaisons cotinine-protZine genantes pour la sZparatio
de la cotinine sur couche mince et pour son dosage par HPLC.

Pour sZparer les alcaloedes des autres constituants de I'extrait mZthanolique, on les transfort
en sels. Les alcaloedes sont ensuite libZrZs sous forme de bases libres par I'atidisinde bases

libres, ils vont stre entra’nZs par le dichloromZthane.

Mode opZratoire : 200 pl (CCM) ou 4,5 ml (HPLC) de phase alcoolique ont ZtZ ZvaporZs au rota
vapeur sous pression rZduite ~ 40iC. L'extrait secegmis dans 0,5 ml d'HCI 5% (PROLABO). On
agite pour reprendre la totalitZ du rZsidu. Dans une ampoule ~ dZcanter, la solution est alcalinisZe a\
1 ml d'ammoniac 1 N (PROLABO) jusqu” I'obtention d'un pH=9. On agite 2 fois le mZlange avec "
chaque fois 10 ml de dichloromZthane (PROLABO) pour entra’ner la totalitZ des alcaloedes. L'agitatio
doit se faire doucement et soigneusement pour Zviter I'Zmulsion. Les phases organiques ont .
recueillies par dZcantation et concentrZes au rota vapeur ~ 40jC sous pression rZduite jusq
l'obtention d'un rZsidu sec. Les rZsidus ont ZtZ repris dans 10 pl d'88%an&@IGMA) pour la CCM

ou dans 200 pl de phase mobile pour I'HPLC.
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Les alcaloedes rZsistent ~ une tempZrature de 100;C pendant 3 h. lls ne sont pas dZtZriorZs
I'ammoniac. Le dichloromZthane permet de reprendre la majoritZ des composZs polaires, cependan
peut rester des alcaloedes dans la phase aqueuse. Dans notre Ztude, les valeurs du dosage

permettront de savoir si des pertes significatives ont ZtZ subies au cours de cette purification.

7.4.7. ldentification de la cotinine par chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince est une mZthode d'analyse rapide fondZe sur la sZpara
des constituants d'un mZlange par entra’nement au moyen d'une phase mobile (le solvant) le long d'
phase stationnaire (la plaque). Une migration diffZrentielle des solutZs est obtenue par leur partitic
entre la phase mobile et la phase fixe. Chaque molZcule du mZlange ~ sZparer est soumise ~ une fo
de rZtention (affinitZ du solutZ pour la phase fixe) et ~ une force de mobilitZ (entra”’nement par la pha
mobile qui dZpend de la solubilitZ de la molZcule dans cette phase). Une chromatographie d'adsorpt
o la phase stationnaire est le gel de silice (gel de silice 0,25 mm avec indicateur de fluorescence) a :
utilisZe. Le gel de silice est un adsorbant fort avec une forte bipolaritZ Zlectrique. L'adsorption est due

I'’Ztablissement de liaisons secondaires de surface entre I'adsorbant et la mo&bchiée .

Mode opZratoire: sur une plaque de siliaa a dZposZ 5 fois 1 pl des substances ~ sZparer ~ 2 cm du

bord infZrieur et 1,5 cm des bords latZraux et avec un espacement de 1 cm entre les dZp™ts. A
sZchage complet des dZp™ts, on a placZ la plague dans une cuve de dZveloppement saturZe
mZlange de solvants appropriZs jusqu” une hauteur de 1 c¢m environ. Quand le front du solvant
parcouru une distance suffisante, on retire la plaque en prenant soin de marquer le front de migratic

On a laissZ sZcher la plaque ~ tempZrature ambiante.
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Identification de la cotinine : on a identifiZ la cotinine sous lumiere ultra violette (UV) ~ 254 nm par
son Rf. Ensuite, on a colorZ la plaque par le tZtraiodobismuthate de potassium plus connu sous le ne

de rZactif de Dragendorff qui colore les alcalosdes en orange.

Le solvant de migration: ce systemeg 200 ml) est constituZ de

_ NH4OH 10 ml (PROLABO).
_ AcZtone 80 ml (CARLO ERBA).
_Benzene 100 ml (SIGMA).

_ fthanol (95%) 10 ml (SIGMA).
Dans ces conditions, le Rf de la cotinine est de 0,47 (Stalhandske, 1969). Le rZactif de Dragendorff
permis d'identifier la cotinine tZmoin mais masle extraite du cerveau de rat. Cette coloration a un

seuil de dZtection pour la cotinine que nous aestinZ® 50 ng.

7.4.8. lIdentification et quantification de la cotinine par chromatographie liquide haute
performance (HPLC).

Il s'agit de sZparer diffZrents composZs par une technique de sZparation dynamique. L'HPLC ¢
fondZe sur le partage de la molZcule entre deux phases non miscibles : le solvant ou phase mobile e
colonne ou phase stationnaire. La phase stationnaire est composZe par divers supports de fai
granulomZtrie. La phase mobile est un solvant pur ou un mZlange adaptZ de solvants. L'Zchantillot
analyser est injectZ en tete de colonne oe il se dissout dans le liquide vecteur. Les constituants ©
mZlange "~ analyser sont sZparZs " la sortie de la colonne et sont dZtectZs par divers procZdZs (
radioactivitZ, enzymologie ...). L'HPLC a l'avantage d'stre en meme temps une technique d'analys

qualitative et quantitative. Nous avons utilisZ la silice comme phase stationnaire. Le principe de so
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fonctionnement est I'adsorption. Elle petie modifiZe par le greffage de groupements fonctionnels

hydrophobes en 1@ Elle opere selon le mode appelZ phase inverse dans lequel les composZs le

moins polaires sont les plus fortement retenus.

Mode opZratoire : nous avons utilisZ une phase mobifgH=6,1 dZcrite par Hariharan et al., (1988)

contenant :

_ Acide citrique 30 mM (Prolabo).

_ Phosphate de potassium dibasique 30 mM (Prolabo).

_ Sodium heptanesulfonate 1 mM (Sigma).
__AcZtonitrile 50 ml.L" (Prolabo).

_ 2-phenylimidazole (standard interne) 1 pg (10 pl de 100 ug.hl’)l

Nous avons utilisZ un dZtecteur UV ~ 260 nm et une gamme d'Ztalonnage constituZe de

concentrations allant de 1 ~ 150.!1@l rZalisZes dans de l'eau apyrogene. Le dosage RIA nous a
permis d'estimer ces concentrations. La colonne est une Hypersil HPLC column (100 x 4,6 mm) BD?¢

C18 3 pm (SHANDON HPLC). La boucle d'injection est de 20 pl. Le dZbit de la phase resbite

1,5 mI.miril, le temps d'analyse est de 20 min et la pression de 175 bars. Le dZbit et la pression n'o
pas ZtZ strictement identiques pour tous les Zchantillons mais, le temps de rZtention de la cotinine et -

Zvolution au cours de la journZe ont ZtZ contr™IZs avec prZcision en dZbut et en fin de manipulation.

7.4.9. Induction de la tolZrance chez le rat Sprague Dawley.
Les rats ont ZtZ gardZs au moins trois jours pour leur adaptation ~ une tempZ2@ute2ge

au rythme de la lumiere naturelle et avaient libre acces ~ la nourriture (A04) et~ I'eau.
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Les rats ont resu au total 11 injectiomdrapZritonZales, 1 injection par jour pendant 3 jours
puis 2 injections par jour pendant 4 jours. Les rats ont ZtZ sacrifiZs par Ztirement spinal 48 heures af

I'arret du traitement.

7.4.10. PrZparation des membranes de poisson Torpedo.
Apres avoir uZle poisson, les organes Zlectriques sont rZcupZrZs, coupZs en petits morceal
(environ 10 g), puis mis dans de | 'azote liquide et enfin au congZlateur ~ -80;C afin de les conserver.
Les membranes de Torpedo ont ZtZ homogZnZisZes dans le tamportepbOspitd ~ pH 7,4

A

et filtrZes sur une gaze, avant de subir une centrifugation ~ 10 000 rpm, 20 min puis une
ultracentrifugation ~ 22 000 rpm, 60 min. Les culots membranaires (microsomes) ont ZtZ congelZs dal

l'azote liquide et stockZs " -80;C.

7.4.11. PrZparation des membranes de cerveau de rat Sprague Dawley.

Apres avoir sacrifiZ les animaux par dislocation des vertsbres cervicales, les cerveaux ont Zt:
prZlevZs et rincZs dans une solution isotonique de Ne@i) ~ 4iC. Les cerveaux entiers ou Six
rZgions cZrZbrales, obtenues par dissection grossisre de 2 ~ 3 cerveaux, incluant le cortex, le cervelet,
medulla-oblongata (bulbe), le cerveau moyen (thalamus et hypothalamus), la caudate-putamen

I'hippocampe ont ZtZ homogZnZisZs ~ 4;C avec un homogZnZiseur Polytron (5 fois 20 secondes) d
10 volumes (g.rhlb (cas des rats nasfs) ou 20 volumes (cas des rats tolZrants) de tampon tris-HC
contenant les constituants suivants (mM) " pH 7,4 : TrisBCINaCl 120; KCI 5; Ca®l 2; MgChk 1

et azide de sodium (prZservatif) 0,02%. L'homogZnat a ZtZ centrifugZ 10 min ~ 4{C ~ 105 000 g. L
culot membranaire a ZtZ remis en suspension et incubZ dans un volume identique d'eau distillZe 1

heures ~ 4{C pour enlever toute trace de ligand endogene (Bylund, 1992). Le culot d'une deuxieme
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centrifugation identique a ZtZ rZhomogZnZisZ dans le tampon tris-HCI ~ 4{C et centrifugZ. Le culot fin:
a ZtZ remis en suspension dans 10 volumes de tampon. Les membranes ont ZtZ stockZes par fractio
1,5 ml © -80jC jusqu” leur utilisation. Dans ces conditions, les sites {{E2El]cotinine sont stables
plus d'un an " -20 iC et plus de deux ans " -80 jC.
7.4.12. Dosage des protZines.

Les protZines membranaires ont ZtZ dosZes par la mZthode de Bradford (1976) en utilisant

rZactif colorZ (bleu de coomassie). Dans ces conditions, la concentration en protZines est compr

entre 2 et 4 mgul". Les protZines solubilisZes ont ZtZ prZcipitZes " I'acide trichloroacZ08ae18h
" 4iC) et dosZes par la mZthode de Lowry (Microlowry test) " l'aide du rZactif colorZ (DC Protein

Assay BIO-RAD)La sZrum albumine bovine a ZtZ utilisZe pour la courbe d'Ztalonnage.

7.4.13. PuretZ des produits radioactifs.
7.4.13a. [125l]cotinine.
Ce produit radioactif lyophilisZ eslissout dans 5 ml d'eau distillZe et stockZ ~ 4;C. Sa puretZ est
dZterminZe par chromatographie sur colonne de SZphadex G-25 M (PHARMACIA). Le volume mor
de la colonne Ztant de 2,5 ml, nous avons dZposZ au sommet de cette colonne une solution de 200 |
[125I]cotinine et 2300 pl d'eau distillZe. Nous avons rZcoltZ des fractions de 500 pl que nous avon
comptZ (Compteur Gamma, PACKARD).

Tous les rZsultats prZsentZs ont ZtZ obtenus avec un radioligand dont la puretZ est supBfieure
La purification de ce radioligand (si nZcessaire) a ZtZ dZveloppZe au cours de ce travail. Dans ce ¢
nous avons utilisZ une colonne de silice et une Zlution par un gradient discontinu de mZthanc

chloroforme allant de 0 10% de mZthanol.



98

7.4.13b.[125I]alpha-bungarotoxine (alpha-Bgt).

La [125l]alpha-Bgt est conservZe ~ 4iC diluZe dans la BSA 0,1% et l'azide de sodium 0,02% " une
concentration finale infZrieure ~ 80 nM. Sa puretZ est dZterminZe Zgalement par chromatographie
colonne de SZphadex G-25 M. Sa puretZ est supZri@®%."La purification de I§125I]a- Bgt (si
nZcessaire) a ZtZ rZalisZe par cette meme colonne.

7.4.13c. [3H]nicotine.

La [3H]nicotine est stockZe ~ -20;C dans I'Zthanol (100%) " une concentration infZrieure ~ 200 nM. Sa
puretZ a ZtZ estimZe par chromatographie sur couche mince (CCM) sur plaque de silice en utilisant
mZlange de solvants : chloroforme-mZthanol-ammonium hydroxyde (9-1-0.1) comme Zluant. Aprs
avoir saturZ la cuve avec ce mZlange, nous avons prZparZ la plague CCM. Sur cette plaque, nous a\
effectuZ un dZp™t de 5 pl de nicotine froide, servant de contr™le, et un dZp™t voisin de 5pl de nic
froide et 5 ul dg3H]nicotine. Apres avoir sZchZ ces dZp™ts au ssche-cheveux, nous avons introduit I:
plague CCM dans la cuve o se fera la migration. La migration terminZe (30-60 min), nous avons
marquZ le front de migration du solvant, nous avons sZchZ la plaque et visualisZ les t%o.ches
fluorimetre ~ 250 pm. Nous avons entourZ au crayon les t%o.ches obtenues pour la mesure de la dista
de migration de chaque dZp™t. Ces mesures faites, nous avons calculZ le Rf qui est le rapport d
distance de migration du dZp™t sur la distance de migration du solvant. La,rdeosnee systeme a

un Rf de 0,7+0,1. Nous avons dZcoupZ la plague CCM en portions identiques. Chaque portion a :
comptZe dans un pot " scintillation de 5 ml en prZsence de 4 ml de liquide " scintillation INSTA-GEL.
Apres comptage le puretZ a ZtZ estimZe par le rapport de la radioactivitZ (en cpm) de la t%o.che de
nicotine sur la somme de la radioactivitZ de la plaque. L'estimation donne une puretZ supZiiéure

apres un an de stockage.
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7.4.14. Interaction de la cotinine avec les sites de[lE25l]a- Bgt et de la[3H]nicotine.

En gZnZral pour les deux radioligands, les essais de compZtition ont ZtZ rZalisZs en triplicata
les essais de saturation en quadruplicata pour la liaison totale (en absence d'inhibiteur) et en duplic:
pour la liaison non spZcifique (en prZsence d'inhibiteur). Le volume d'incubation Ztait de 100 pl ~
I'exception des expZriences de saturation des siteg2té]idcotine o« il est de 500 pl. Les filtres et la
radioactivitZ totale ont ZtZ comptZs directement dans les tubes ~ hZmolylse pour
[125]]a- Bgt (Compteur Gamma, PACKARD) ou dans 3 ml de liquide de scintillation (INSTA-GEL)
pour la[3H]nicotine (Compteur ~ Scintillation, BECKMAN).
7.4.14a. [125]]a-Bungarotoxine

L'incubation se fait ~ 37;C pendant 2-3 h (Marks et Collins, 1982). La concentration en protZines est d

0,5 mg.m'll en prZsence de BSA 1 mg'.l. La concentration du radioligand est fixe, 1-4 nM, dans les
expZriences de compZtition et varie de 0,1 ~ 10 nM dans les expZriences de saturation. La nicotine n
permet de dZterminer la liaison non spZcifique. L'incubation a ZtZ arretZe par filtration sous vide et
lavages par 5 ml de tampon tris-HCI froid. Les filtres ont ZtZ prZalablement trempZs dans une solutic
depolyZthyleneimine 0,5 % pour rZduire la liaison non spZcifique sur les filtres.

7.4.14b. [3H]nicotine.

L'incubation se fait ~ 4i{C pendant 90 min (Anderson et Arneric, 1994). La concentration en protZines

est de 0,6 mgnl'l, la concentration du radioligand est constante, 5-10 nM dans les expZriences dé
compZtition, et varie de 0,1 ~ 50 nM dans les expZriences de saturation. La liaison non spZcifique a :
dZterminZe en utilisant la nicotine 10 pM. L'incubation est arretZe par filtration sous vide et 3 lavage
par 5 ml de tampon tris-HCI froid. Les filtres sont prZalablement trempZs dans une solution de

polyZthyleneimine 0,1 % pour rZduire la liaison non spZcifique sur les filtres.
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7.4.15. Identification des sites de liaison de [@25l]cotinine.

Toutes les expZriences de cinZtique et de compZtition ont ZtZ rZalisZes en triplicata dans un volume

100 pl ~ une concentration fixe du radioligand 67 pM et de protZines rhlmg.'incubationa ZtZ
rZalisZe dans un tube ~ hZmolyse " 4;C ou ~ tempZrature ambiante (RT).

Toutes les expZriences de saturation ont ZtZ rZalisZes en quadruplicata dans un volume de 250 p

concentration du radioligand varie de 10 ~ 600 pM. La concentration en protZines est de 0,85-5 mg.

1

La radioactivitZ a ZtZ comptZe directement dans des tubes ~ hZmolyse (Compteur Gamma PACKARI
Les incubations ont ZtZ arretZes par filtration sous vide et 3 lavages par 5 ml de tampon tris-HCI froic
Les filtres en fibre de verre de ty@F/B ont ZtZ trempZs dans le meme tampon. GZnZralement, une
concentration 1 ~ 10 mM de l'inhibiteur a ZtZ testZe. Les inhibiteurs sZlectionnZs ont ZtZ utilisZs " di
concentrations plus faibles pour dZfinir la concentration inhib8ft de la liaison du radioligand

(IC,) (Cheng et Prussof, 1973).

7.4.16. ftudes autoradiographiques

7.4.16a. Conditionnement des cerveaux

Les rats sont sacrifiZs par Ztirement spinal (rats naefs et rats tolZrants) ou anesthZsiZs par
chloroforme (voir Ztude de la biodisponibilitZ de la cotinine chez le rat). Les cerveaux miétZs
rapidement et lavZs dans une solution isotonique (NaCl 0,9%) " 4iC, puis plongZs dans de |Qisopent:
maintenu " -35;C par de IQazote liquide (Herkenham et Pert, 1982). Des coupes rostro-caudales
sagittales ont ZtZ obtenues au cryostat (tissue TEK I MILES) thermostatZ ~ -15;C. Les coupes ont Z
montZes sur des lames gZlatinZes. Les lames ont ZtZ gZlatinZes par 3 trempages dans 500 ml

contenant 5 g de gZlatine et 0,25 g de chrome dOalun ~ 50;C et sZchZes " l'air une nuit. Les coupes
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ZtZ placZes une nuit au dessiccateur ~ 4iC et peetvenstockZes ~ -80;C, dans un dessiccateur,

pendant plus de 24 heures (Clarke et Pert, 1984, Clarke et al., 1985).

7.4.16b. PrZincubation
Cette Ztape est nZcessaire pouflBbl]alpha-Bgt mais n'est pas nZcessaire pouf3ld]nicotine

(Clarke et al., 1985) et [ 25I]cotinine. Les coupes somrZincubZes 30 min ~ tempZrature ambiante

avec de la BSA 1 mg.fﬁlen absence (liaison totale) ou en prZsence de nicotine 1 mM (liaison non

spZcifique) ou cotinine 1 mM ou 1 puM.

7.4.16¢. Incubation.

Les coupes sont incubZes 2 h avac [1251]a- Bgt, 20 min avec lg3H]nicotine ~ tempZrature
ambiante ou 60 min ~ 4;C avec [a25l]cotinine, en prZsence (liaison non spZcifique LNS) ou non
(liaison totale, LT) de IQinhibiteur pour la dZfinition de la LNS. La diffZrence entre la LT et la LNS
permet d'obtenir la liaison spZcifique du radioligand. La LNS a ZtZ dZfinie en prZsence de nicotine m
([125l]a- Bgt) ou 10 uM ([3H]nicotine) (Clarke et al., 1985). Pour Id25I]cotinine, la LNS est

dZterminZe avec la nicotine ou la cotinine mM.

7.4.16d. Arret de l'incubation.

Les coupes ont ZtZ lavZes 4 fois pendant(BHgnicotine et[1251]cotinine) ou 6 fois pendant 30 min

([125l]a- Bgt) dans 500 ml de tampon tris-HCI 50 mM25I]aBgt ) ou 500 ml de tampon tris-HCI

contenant du Cagl5 mM ([3H]nicotine et [125l]cotinine), sZchZes sous un filet d'air frais, puis

stockZes 24 heures dans un dessiccateur, afin dOZliminer toute trace dOhumiditZ sur les coupes.



7.4.16e. Exposition et dZveloppement

Les coupes sont alors placZes (pour obtenir des images) ou non (pour quantification rapide) sous fi
autoradiographique (X-OMAT AR, KODAK) en prZsence dOZtalons radioactifs (microscales,
AMERSHAM) et exposZes dans des cassettes " rayons X (KODAK) pendant 12-14 semaines ~ -80j(
([3H]nicotine) ou 2-5 semaines "~ tempZrature ambiafii®5I]a- Bgt et [125I]cotinine). Les films

sont alors dZveloppZs automatiquement dams dZveloppeur RX-XP 505 (3M) ou manuellement

(Clarke et al., 1985).

7.4.16f. Quantification.
Les autoradiogrammes ainsi obtenus sont alors quantifiZs par densitomZtrie, gr¥%.ce aux Ztalons e
analyseur dOimages BIOCOM (version 1.50 b).

Lorsque les coupes sont destinZes ~ la quantification rapide, elles sont grattZes et rZcupZrz
dans des tubes "~ hZmolyggl25l]cotinine et [1251]a- Bgt) ou dans des flacons "~ scintillation

([3H]nicotine) et comptZes (Clarke et al., 1985).

7.4.17. Purification des sites de la cotinine

7.4.17a. Solubilisation des sites de IgL25I]cotinine.

Toutes les Ztapes sont rZalisZes ~ 4{C. Les cerveaux de 5 ratssaiigs (par Ztirement spinal) sont
prZlevZs rapidement, lavZs dans du NaCl 0,9%, puis homogZnZisZs dan3 @6 odrgeau dans le
tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) . L'homogZnat est centrifugZ ~ 45 000 g pendant 10 min et le culot

est soumis " la meme opZration. Le culot final est mis "~ incuben®D sous agitation dans 100 ml de
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tampon tris 50 mM, PMSF 1 mM, EGTA 1 mM, CHAPS 10 mM. Une derniere centrifugation de 30

min ~ 40 000 g est rZalisZe et le surnageant final est rZcupZrZ.

7.4.17b. Enlsvement du CHAPS par I'adsorbant Bio-Beads SM-2.

La concentration de CHAPS 10 mM asipZrieure ~ la concentration micellaire critique (CMC). Le
dZtergent a ZtZ enlevZ par adsorption sur des billes de Bio-Beads suivant le protocole de Hollow
(1973). Les billes sont mises en solution avec le tampon Tris-HCI pH=7,4, sous agitation et dZgazZe
On dZcante l'exces de solvant, @ ajoute 20 g de billes mouillZes aux 100 ml de protZines
solubilisZes. On laisse incuber sous agitation ~ 4;C pendant une nuit. La solution de protZines e:

rZcupZrZe par filtration.

7.4.17c. Synthese de la Nh-propyl carboxamide cotinine.

7.4.17d. Protocole de synthese

La carboxycotinine 2,3 mmole, la propylamine 3,4 mmole et 1,3 dicyclohexylcarbodiimide 2,5 mmole
sont incubZs dans 20 ml dimZthylformamide ~ tempZrature ambiante pendant 4 heures sous agitati
dans un ballon fermZ. Le prZcipitZ est filtrZ sur filtre Wathr@&&iR). Plusieurs prZcipitations avec

des solvants organiques (chloroforme, Zther...) ont ZtZ rZalisZes.
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7.4.17e. VZrification du produit de synthese

LOanalyse CCM (plaque de silice; mZthanol/chloroforme 10%-90%) a montrZ 2 produits de Synthes
majoritaires (Rf 1=0,59 et Rf 2=0,71), & produit, en tres faible quantitZ, (Rf 3=0,91) et la
carboxycotinine (Rf=0,15). Une colonne de silice a ZtZ utilisZe pour sZparer ces 4 produits sur L
gradient discontinu denZthanol/chloroforme allant de 0% "~ 10% mZthanol. La structure denka N
propyl-carboxamide cotinine (supposZe stre le produit de Rf 2=0,71) a ZtZ obtenue par IR (avec |

Nujol), et RMN du‘H et**C (avec du chloroforme deutZrZ CBLI



7.4.17f. Utilisation de la carboxycotinine pour la prZparation de la colonne d'affinitZ.

SchZma desynthese:

SITE
DE LIAISON
DES LIGANDS

NICOTINIQUES

MATRICE [-O-CH2-CH2-CH2-NH-(CH2)6-NH- I c

BRAS ESPACEUR

| I — |
(10C) COTININE RfCEPTEUR
! DE LA
CARBOXYCOTININE COTININE

| ]
COLONNE D'AFFINITf

SchZma de la colonne d'affinitZ synthZtisZe et site de liaison probable des ligands nicotinique

et de la cotinine.

Protocole de synthese
A partir de 15 ml de gel EAH SZpharose 4B lavZ par 80 ml de NaCl 0,5 M par ml de gel, on fait le
couplage entre la carboxycotinine en exces (20 fois la concentration du bras espaceur) et le gel. L
carbodiimide (0,1 M) permet la formation de liaison amide entre la fonction carboxylique du ligand et
la fonction amine portZe par le bras espaceur du gel. La rZaction a ZtZ faite pendant 24 heures s
agitation, ~ tempZrature ambiante. L'exces de ligand est ZliminZ par trois lavages successifs en altern:
100 ml de tampon acZtate 1®®1; NaCl 500 mM (pH 4) et du tampon tris-HCI 100 mM; NaCl 500
mM (pH 8,3) (PHARMACIA).
Le gel est alors dZgazZ et placZ dans la colonndgssié avec un flux de 0,6 ml.rhien Zvitant la

formation de bulles d‘air. Il est conservZ " 4;C dans I'Zth&0b).
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7.4.17g. Purification par chromatographie d'affinitZ.

Premier tour de colonne.

Les protZines solubilisZes (100 ml) sont concentrZes dix fois par dialyse de flux dans de
membranes de dialyse ou "boudins" (SPECTRAPOR seuil de coupure : 6 000-8 000). 1,6 ml di
matZriel concentrZ (20 mg protZinest) dZposZ sur la colonne et ZIuZ par 10 fois 5 ml de tampon Tris-
HCI 50 mM CHAPS 1mM (pH 7,5) (Fractions de 1 " 10), 10 fois 5 ml de meme tampon contenant de
la cotinine 1mM (Fractions de 11 " 20), 10 fois 5 ml de meme tampon contenant 0,2 M NaCl (Fractions
de 21 " 30). La colonne est ensuite lavZe par 100 ml de tampon d'Zlution. La colonne est rZgZnZrZe
3 lavages alternatifs par les deux tampons " haut et ~ bas pH utilisZs lors de la synthese de la colonr
(tampon acZtate et tris-HCI). Finalement le gel est rZZquilibrZ dans le tampon d'Zlution et conservz
4iC en prZsence d'ZthanaD@o) (PHARMACIA).

Les fractions de 5 ml sont recueillies avec un flux de 0,4 mk@@% flux du tassement) *
l'aide d'une pompe pZristaltique (GILSON). On mesure la concentetiorprotZines de chaque
fraction par la mZthode de Lowry (Microlowry test), sensible pour de faibles concentrations en
protZines. La gamme Ztalon est rZalisZe devég sZrum albumine bovine (SAB).

Les protZines des fractions 1120 obtenues lors du premier tour de colonne sont d'abord
prZcipitZes pour pouvoir tre dosZes. 2 ml de chaque fraction sont prZcipitZs par incubation avec
l'acide trichloro-acZtique (TCA) 10% pendant 48 h , puis centrifugZs ~ 15 000 g (toutes les Ztapes so
faites ~ 4iC). Apres 3 lavages du culot avec de I'Zther-Zthanol¥)2et aspiration, le culot est repris
dans 200v de tampon tris-HCI 50 mM; CHAPS 1mM; pH=7,5.

Deuxisme tour de colonne.

5 passages par la colonne d'affinitZ (premier tour) ont ZtZ rZalisZs. Les fractions 11 " 20, de 4

ces 5 passages ont ZtZ concentrZes par dialyse de flux ~ 4{C et dialysZes contre 5 litres d'eau disti
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(12 heures) (4 changements). Le matZriel est ensuite lyophitisaristdans 2 ml de tampon d'Zlution.
1,6 mlont ZtZ repassZs par colonne (deuxisme tour) et ont subi les memes opZrations dZcrites lors
premier tour. Les fractions 11 ~ 20, ZluZes par la cotinine 1 mM au second tour, ont ZtZ concentrZe
dialysZes, lyophilisZes et stockZes " -20;C jusqu” l'analyse SDS-PAGE.
7.4.18. Analyse SDS-PAGE

Le matZriel lyophilisAles protZines du deuxisme tour ainsi que les protZines de dZpart et du
premier tour ont ZtZ analysZs par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) selon Laemli et Favre (1973). Les Zchantillons sont prZparZs dans le tampon de dZ
(80 mM Tris-HCI , pH=6,8 ; 10% glycZrol; 0,02% Bleu de bromophZnol; 2% SDS) et soumis "
Zlectrophorsse dans un gel de polyacrylamide ~ 12% (25 V 30 minutes et 30 V 2 h 30 min). Apres

migration , le gel est colorZ par le bleu de Coomassie ou par le nitrate d'argent.

7.4.19. Analyse des donnZes

Les donnZes de la toxicitZ chez linsecte et chez la souris ont ZtZ exprimZes en fractic
survivante. Chez les insectes, le logarithme de la fraction survivante a ZtZ utilisZ pour la linZarisatic

(Steel et Peckham 1979). Les donnZes ont ZtZ analysZes par deux mZthodes :

7.4.19a. MZthode de Wadley (1945).

* Phase prZliminaire
Elle consiste en I'Ztablissemelats courbes dose-effet des produits ~ Ztudier. On considere
deux produits Pa et Pb pour lesquels on a tracZ les courbes dose-effet. On calcule ensuite I'acti

(insecticide) relative (A.l.R) par farmule:

A.l.R = (DL Pa/DLPb+DL,Pa/DL,Pb)/2.




* Mise en Zvidence de la synergie

On fait plusieurs mZlanges de Pa et Pb qui different par les concentrations utilisZes. On ve

convertirla doses de Pb en doses de Pa par le calcul slivant dose Pa = dose Pl x A.l.LR

Ainsi on peut calculer la dose totale de Pa dansdange .

Des lors on peut calculer le pourcentage de mortalitZ thZorique du mZlange. Ceci suggere qu
l'effet est dZ " la simple somme des deux produits Pa et Pb. Par I'expZrimentation, si la mortalit:
engendrZe par le mZlange est supZrieure " la mortalitZ thZorique, on peut conclure qu'il y a syner
(interaction supra-additive) dans l'effet des Pa et Pb. Si la mortalitZ expZrimentale n'est pas diffZren
de la mortalitZ thZorique, on dit qu'il y a additivitZ dans l'effet des Pa et Pb (pas de synergie). Si
mortalitZ expZrimentale est infZrieure ~ la mortalitZ thZorique, on dit qu'il y a interaction antagoniste

dans l'effet des Pa et Pb.

7.4.19b. MZthode de Steel et Peckham (1979).
Il est tres difficile d'additionner de fason simple deux effets (exemple les rayons de deux
spheres ne s'additionnent pas de fason simple). De plus, cette mZthode n'integre dans son analyse ¢

les doses actives des produits.
* Si les courbes dose-effet sont linZaires on obtient un isobologramme liftZgure (gauche
ci-dessous).

* Sj les courbes dose-effet ne sont pas linZaires, le calcul du mode | et du mode Il permet d

tracer une enveloppe dite d'additiviEZgure droite ci-dessous).



Protectior Protection
_________ | o I~
Ligne d'additivitz I
m ¢ | Q Sub-additivit: |
]
o Sub-additivit: 3 Enveloppe I3
e | 3 d'additivitZ |3
'S 1S
! |
Supra-additivit: I o |
| Supra-additivit I
N
Dose de / Dose de /
Calcul :
Mode | : ~ partir d'une dose de Pa choisigr la courbe dose-effet de Pa on releve I'effet. E cet effet

correspondsur la courbe dose-effet de Pb, une certaine dose de Pb pour atteindre I'effet maximal. L

tracZ est obtenu gr¥%.ce aux diffZrentes doses de Pa auxquelles correspondent diffZrentes doses ¢
(ligne d'additivitZzomme indiquZ ci-dessous.

mode | : " la dose al

correspond la dose bl.

mode Il : " la dose al
A correspond la dose b2.

effet {

effet X[ NN
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Un mZlange qui donne un effet ~ droite de cette ligne indiquerait une sub-additivitZ (antagonisme), ’
gauche de cette ligne indiquerait une supra-additivitZ (synergie). Le mZlange qui donne un point sur
ligne d'additivitZ indiquerait un effet additif des produits Pa et Pb.

Mode Il : " la dose de Pa correspond un certain effet. E cet effet correspond une dose
Zquivalente de Pb. Cette dose Zquivalente de PbtomiaugmentZe pour avoir I'effet maximal. Le
mode Il fait correspondre ~ chaque dose de Pa une augmentation de dose de Pb. Avec ces deux tra
(Mode | et I1) on obtient I'enveloppe d'additivitZ.

Les mZlanges dont l'effet sgue dans I'enveloppe de la zone d'additivitZ agissent de manisre
additive. La zone qui se situe " gauche de cette enveloppe correspond ~ la zone de la supra-additivi
(ou synergisme). La zone se situant ~ droite de cette enveloppe correspond " la zone de la sub-additiv
(antagonisme ou inhibitionAu del” de ces limites on est dans la zone de protection.
7.4.19c. Toutes les autres donnZes obtenues dans ce travail ont ZtZ ajustZes (si nZcessaire) par itZre

A

gr¥oce ~ un programme de rZgression linZaire Enzfitter (Leatherbarrow, 1987) comparable au
programme Ligand de Munson et Rodbard (1980).
Dans les cas d'un modele apparent ~ un site, lgg it ZtZ estimZs graphiquement (Cheng et

Prussof, 1973). Les donnZes de compZtition ont ZtZ, parfois, transformZes en saturation et les consta

de dissociation,i{ ) ont ZtZ estimZes par itZration. Dans cette transformation, le liZ (B) = inhibition (en

% ou en fmole.m'é protZine) et le libre (F) = concentration de l'inhibiteur (Bylund, 1986).
7.4.19d. MZthode de SWILLENS (1992) : cette mZthode permet une dZtermination directe de

concentration totale en rZcepteurs (B" partir d'une courbe d'inhibition compZtitive (homologue) par

B~ IC, B,/ L |avec B,= B, -aL o B, est |a liaison totalea le taux de liaison non

spZcifique et L la concentration du radioligand.



7.4.20. Statistiques

Les donnZes de la toxicitZ ont ZtZ testZes par la loi normale (si(pfl¥t 5) ou directement
comparZes par [Bable de Mainland, Herrera et Sutcliffe (si np ou n(p-1) < 5 (Schwartz, 1893t
Zgal au nombre de mouches et p " la fraction survivante.

Les rZsultats sur la biodisponibilitZ de la cotinine ont@tparZ par le test de Student apres
une analyse de variance (ANOVA) " une ou ~ deux voies.

Dans les Ztudes de liaison des radioligands (compZtition et saturation), le test de Student a z

utilisZ pour tester la signification du modele un site ou deux sites. Le t de Student est Zgal au rapport ¢

C;, un site sute C;, deux sites.



RfSULTATS EXPfRIMENTAUX
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Chapitre | : Nature de linteraction de la nicotine avec ses mZtabolites

chez la mouche

La nicotine est un puissant insecticide de contact. Elle est directement absorbZe par la cuticul
mais son utilisation en tant qu'insecticide a ZtZ abandonnZe " cause de sa toxicitZ pour les anime
supZrieurs. La nicotine est vite mZtabolisZe en plusieurs dZrivZs dont la cotinine ([@066b dks
mZtabolites) est le produit de I'oxydation et la nornicotine (<5%) est le produit de la dZmZthylatior
(Bowman et Mc Kennis, 1963; Bowman et al., 1964). La cotinine a ZtZ rapportZe agir en synergie ave
la nicotine dans l'activitZ insecticide cHexcilia caesar (L. c.) (Bruniquel et al., 1992a)n vivo, la
cotinine est "~ son tour mZtabolisZe en plusieurs dZrivZs dont la N-oxyde de cotinine (Bowman et M
Kennis, 1963). Cette derniere pourrait avoir contribuZ aux activitZs insecticides et synergiques de |
cotinine qui ont ZtZ rapportZes par Bruniqual.e{1992a). La prZsente Ztude voudrait : i) vZrifier cette
dernisre hypothese, ii) comparer l'activitZ insecticide des dZrivZs de la nicotink.ahet Calliphora
vomitoria (C. v.)et iii) Ztudier la nature de l'interaction de la nicotine avec ses dZrivZs dans cette
activitZ.Pour ce faire, nous avons comparZ l'effet expZrimental et I'effet thZorique des mZlanges
nicotine et de ses dZrivZs prZdit par deux mZthodes d'analyse. La mZthode de Wadley (1945) consis
traduire la dose du mZtabolite en dose Zquivalente de nicotine grdetelauactivitZ relative c'est-"-
dire (DLghicotine/DL,dZrivZ + Dlghicotine/DL,dZrivZ)/2. Cette mZthode ne tient pas compte de
l'aspect de la courlmose- effet. Steel et Peckham (1979) ont suggZrZ qu'une simple addition des effet
n‘a pas toujours un sens et que l'aspect de la courbe dose-effet doit stre pris en compte. Ils ont propc
une mZthode d'analyse qui localise l'effet d'un mZlange dans le diagramme de lisoeffet o
isobologramme. De plus leur mZthode propose une interprZtation mZcanistique de l'interaction d

composZs du mZlange. E cet Zgard, la nicotine est connue pour ses actions sur les rZcepte
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nicotiniques (NAChRS), alors que les sites d'action de ses dZrivZs ne sont pas encore connus.
cotinine a une faible affinitZ pour les sites des nAChRs pZriphZriqud@orgedo marmorata

(Bruniquel etal., 1992b) et son affinitZ pour les nAChRs centraux est encore dZbattue (Sloan et al
1984; Anderson et Arneric, 1994). Les insectes ont la particularitZ d'utiliser majoritairement
l'acZtylcholine comme neurotransmetteur et le nAChR dans le systeme nerveux central (SNC) (le
glutamate est utilisZ ~ la pZriphZrie) alors que pour les vertZbrZs c'est l'inverse (Gundelfinger et He:
1992). La prZsente Ztude est une investigation des mZcanismes d'action de la nicotine et de ses dZi

chez l'insecte.

MatZriels et MZthodes.

On pulvZrise 1 ml d'eau distillZe (le contr™Ie) ou 1 ml d'eau distillZe contenant les doses dZsirz
de l'alcaloede (l'effet) sur les moucHagilia caesarl. c. ou Calliphora vomitoriaC. v. La mortalitZ
est prZsentZe en logarithme dZcimal de la fraction survivante pour la linZarisation. Seules le

expZriences oe la survie du contr™|e edi0f¥86 ont ZtZ utilisZes.

RZsultats.

Pour Zvaluer l'activitZ insectigidle la nicotine et de ses dZriM&s,courbes dose-effet ont ZtZ
Ztablies. LaFigure 17 montre la survie des moucHes. (Figure 17a) etC.v (Figure 17b) " des

concentrations croissantes de nicotine ou de cotifigeie 17c).
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Figure 17 : ActivitZ insecticide de la nicotine et de la cotinine chez les mouches C. v. et L. c.

La mortalitZ a ZtZ recensZe 48 h apres la pulvZrisation. Les valeurs reprZsentent la moyenne ¢
3 expZriences indZpendantes avec un coefficient de variation infZrigtur
Les courbes sont des polyn™mes de second degrZ (coefficient de dZtermination supZrieur 0,99) :

celle de la cotinine chez C. v.

Les dZterminations des doses IZtah@86 et 90% (D|, et DL,) de la nicotine, la cotinine, la

nornicotine et la N-oxyde de cotinine sont rZsumZes ddableau 9.
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Tableau 9 : Comparaison de I'activitZ insecticide de la nicotine et de ses mZtabolites.

Les valeurs de la QL et de la DL, ont ZtZ calculZéspartir des courbes dose-effet apres itZration par

le programme Enzfitter. L'activitZ insecticide relative (A.l.R.) a ZtZ calculZe par la mZthode de Wadle
(A.l.R.=DLgicotine/DLdZrivZ+Dlnicotine/DL,dZrivZ)/2). Les valeurs de A.l.R. sont exprimZes en
% par rapport " l'activitZ de la nicotine ~ I'exception de A.l.R. de la N-oxyde de cotinine qui a ZtZ
calculZe par rapport ~ la nicotine (valeurs de gauche) et par rapport ~ la cotinine (valeurs de droite).

Toutes les valeurs sont en mg.

produit C.v. L.c. A.LLR.(%)
DL, DL,, DL, Dl, C.\L.c.
nicotine 3,9 7,3 3,9 7,3 100 100
cotinine 125 400 160 280 2 3
nornicotine 5,8 9,2 6,6 10,5 73 64
N-oxyde de cotinine2550 4550 880 1650 0,2-70,4-18

Pour Zvaluer la nature de l'interactide la nicotine avec ses dZrivZs, nous avons pulvZrisZ des

mZlanges de nicotine et de ses dZrivZs sur les malichest L. c. (Tableau 10).
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Tableau 10 : Analyse de la nature de l'interaction de la nicotine avec ses dZrivZs par la mZthode de

Wadley (1945).

contenu en nicotine mortalitZ mortalitZ
mZlanges =dose nicotine+ dose L. c. C.v.
d'alcaloedes dZrivZ x R. 1. A.

L. Corverrnnns C.v. thZorique.....expZrimente thZorique...expZrimente
nicotine+cotinine
(1)=0,5+5** 0,65............... 06 5o, 0 D 35
(2)=0,75+10 0,95.............. 1,05 8, 14 S SRR 33
(3)=2+33 2,66.............. 299 3l 89 K1 T 81
(4)=4+33 4,66.............. 499 64..ccccciiiiiinnn 160 (G g8
nicotine+nornicotin
e 2,92.............. 3,92 35, 10 52 P1
(5)=1+3 3,28 NT 4l 47 AV NT
(6)=2+2
nicotine+N-oxyde
de cotinine 0,7 s 0,6  Berrrrriiiiieeeeeee 17 S 0
(7)=0,5+50*
cotinine+N-oxyde
de cotinine (0 TR 0,2 Do 24 B 4
(8)=5+50"*
nicotine+cotinine+
N-oxyde de cotinin 0,9................. 0,7 7o 55 Brreereee e 21

(9)=(7)+(8)

ProbabilitZ :aet* P < 0,05; b et ** P < 0,01; c et ** P < 0,001; hs, hautement significatif.
a; b; ¢ et hs comparaison des valeurs thZoriques et expZrimentales. *, **cétiparaison des
valeurs expZrimentales de L. c. et C. v..

Les mZlanges de nicotine et detinine donnent des mortalitZs identiques (mZlanges 1 et 2

Tableau 10) chezL. c. ou supZrieures (mZlanges 1 ~ 4 chezv. et mZlanges 3 et 4 chéz c.
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Tableau 10) ~ celles dZterminZes thZoriqguement. Les mZlanges de nicotine et de nornicotine donnel
des mortalitZs infZrieures (mZlang&dbleau 10) ou identiques (mZlangeT@bleau 10) " celles
dZterminZes thZoriqguement. Les mZlanges de nicotine et de N-oxyde de cotinine donnent des mortali
identiques “celles dZterminZes thZoriquement (mZlangiableau 10). Les mZlanges de cotinine et
de N-oxyde de cotinine (mZlangeT@bleau 10) donnent des mortalitZs identiques (cBezv) ou
supZrieures (chdz c) " celles dZterminZes thZoriquement. Les mZlanges de nicotine, de cotinine et d
N-oxyde de cotinine (mZlangeTableau 10) donnent des mortalitZs supZrieuresllies dZterminZes
thZoriguement. Ces rZsultats suggerent un antagonisme entre la nicotine et la nornicotine quand
rapportnornicotine/nicotine est supZrieur ~ 1 et une interaction additive quand le rapport est Zgal ~ 1
lls suggerent une interaction supra-additive entre la nicotine et la cotinine, exception faite pour le:
mZlanges 1 et 2 chéz c, et un effet additif entre la nicotine et la N-oxyde de cotinine. Cette dernisre,
montre une interaction supra-additive avec la cotinine thezet un effet additif cheZ. v. Enfin, la
nicotine, la cotinine et la N-oxyde de cotinine montrent des interactions supra-additives chez les deu
especes de mouches. Cependant, I'effet du mZlange 9 est Zgal " la somme des effets des mZlanges 7
chezL. c. ou est supZrieur ch&z v. (Tableau 10). Ainsi, meme si la N-oxyde de cotinine est un
synergiste potentiel de la cotinine cHezc. et du mZlange de nicotine et de cotinine dBex, ce
dZrivZ de la cotinine ne contribue pas aux activitZs insecticides et synergiques de cette dernie
ZvaluZes dans ce travail. En effetyivo, la dose 33 mg de cotinine utilisZe dans les mZlanges 3 et 4
(Tableau 10) ne peut gZnZrer une dose significative de cotinine N-oxyde.

Pour Ztayer I'hypothese d'une interaction supra-additive entre la nicotine et la cotinine, les effet:
des mZlanges de nicotine et de cotinine produB@t (mZlange JFableau 10) et 100% (mZlange 4
Tableau 10) de l'activitZ insecticide ont ZtZ analysZs par la mZthode de Steel et Peckham (197

(Figure 18).
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Figure 18 : Analyse de l'interaction de la nicotine et de la cotinine dans leur activitZ insecticide chez

C.v. et L. c. par la mZthode de Steel et Peckham (1979).

Les courbes des modes | et Il ont ZtZ calculZes selon la mZthode de Steel et Peckham et l'effet

mZlanges 3 et A @bleau 10) est reprZsentZ par le point plein.



Discussion.

La prZsente Ztude a permis d'Zvaluer I'activitZ insecticide de la nicotine et de ses dZrivZs maje
et de dZterminer la nature de leur interaction avec la nicotine dans cette activitZ.

Les rZsultats obtenusTgbleau 9) avec la nicotine sont comparables ~ ceux qui ont ZtZ
rapportZs chetz. c. (Bruniquel etal., 1992a). Cette Ztude montre que la nicotine a la meme activitZ sur
les deux especes de mouches utilisZ€ableau 9). La prZsente Ztude montre que la cotinine a
Zgalement une activitZ comparable " celle qui a ZtZ rapportZé. chefBruniquel etal. 1992a) et
suggere une IZgere diffZrence de sensibilitZ des deux mouches "~ I'effet de la cbtinirant 1,5 fois
plus sensible que€. v.(Tableau 9). En gZnZral, dans les conditions expZrimentales adoptZes, l'activitZ
insecticide relative de la cotinine est comparable ~ sa toxicitZ relative aigu‘ par voie intrapZritonZale
chez la souris (Chahine, 1989). Tableau 9 montre que l'activitZ de la nornicotine et la N-oxyde de
cotinine est diffZrente. La nornicotine est plus active (R 3.64%) que la N-oxyde de cotinine (A. I.

R. £ 0,4%). La N-oxyde de cotinine est un dZrivZ en aval de la cotinine, son activitZ est encore plu
faible que celle de la cotinine (A. |. R8% par rapport ~ la cotinine)l@bleau 9). La nornicotine se
trouve sur une autre voie de dZtoxication (voie de dZmZthylation), son activitZ demeure important
Ainsi, ce travail montre que laoie d'oxydation de la nicotine esplus efficaceque lavoie de
dZmZthylation dans les mZcanismes de dZtoxication de la nicotine. Ce travail sugdpreivep’ la
nornicotine pourrait contribuer "~ l'activitZ insecticide de la nicotine, alors que la cotinine n'y
contribuerait pas et que la N-oxyde de cotinine ne contribuerait pas " l'activitZ insecticide de I
cotinine.

La prZsente investigation a permis Zgalement d'Ztudier la nature de l'interaction de la nicotin
avec ses dZrivZs naturels. Les rZsultats obtenus avec les mZlanges de nicotine et de cotinine sugge

une interaction supra-additive chez les deux especes de mouches, en accord avec ce qui a ZtZ rapp
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chezL. c. (Bruniquel etal., 1992a). De plus, ce travail montre que le mZlange de nicotine et de cotinine

est plus actif che€. v.que che.. c.(mZlanges 1 et Pableau 10). Ce rZsultat souligne que la simple
addition des effets n'obZit pas ~ des regles simples. En effet, la comparaison des effets des produ
appliquZs sZparZment, ne prZdit pas I'effet des mZlanges des memes produits. DansInatresias,

1,5 fois plus sensible que. v.(Tableau 9) " I'effet de la cotinine, alors qu'elle est plus rZsistante "
l'effet des mZlanges de nicotine et de cotinine (mZlanges Tadiéau 10). L'effet des mZlanges de
nicotine et de nornicotine est infZrieur (mZlang€ableau 10) ou Zgal (mZlange Bableau 10)

l'effet prZdit ched.. c.. Chez les deux especes de mouches, la nicotine et la cotinine agissent de
manisre supra-additive (synergisme), alors que la nicotine et la nornicotine montrent des interaction
diamZtralement opposZes. La nornicotine peut antagoniser (inhiber) les effets de la nicotine (mZlang
Tableau 10) ou agir de maniere additive (mZlangd&bleau 10) avec la nicotine. La N-oxyde de
cotinine agit de manisre additive avec la nicotine chez les deux especes de mouches (mZlange
Tableau 10), mais elle agit de maniere supra-additive avec la cotininelchezt additivement chez

C. v.(mZlange 8rableau 10). Ainsi, ce travail montre que ternicotine et lanicotine agissent par

des mZcanismes communsalors que lanicotine et la cotinine agissent par desnZcanismes
diffZrents. Ce travail montre Zgalement iguvivo, la N-oxyde de cotinine ne contribue ni " l'activitZ
insecticide Tableau 9) ni " l'activitZ synergiqueT@bleau 10) de la cotinine. Cependant, la simple
addition des effets n'obZit pas toujours "~ des regles simples (Steel et PeckhaniTal9&ay 10),

nous avons analysZ par une autre mZthode la nature de l'interaction de la nicotine et de la cotinine p
produire80% (Figure 18A), 100% Figure 18B) de l'activitZ insecticide. Nous avons calculZ, par la

mZthode de Steel et Peckham "dite des isobologrammes" I'enveloppe d'additivitZ de I'activit:

insecticide de la nicotine et de la cotinifgg(re 18). L'effet des mZlanges 3 et 4 tesiZbleau 10)

tombe dans la zone de la supra-additivitZ.



Conclusion.

L'analyse par la mZthode de Steel et Peckham des rZsultats de la prZsente Ztude supporte
conclusion que les dZrivAZmZthylZsdela nicotinegardent l'activitZ insecticideet agissent avec la
nicotine par desnZcanismes superposablgadditivitZ), alors que les dZrivasydZsde la nicotine
perdent l'activitZ insecticide et agissent avec la nicotine parni#sanismes non superposables
(supra-additivitZ ou synergie).

Les actions de la nicotine et de la cotinine pourraient faire intervenirnigeaux d'action
biochimiqueset/ou cellulaires diffZrents Ainsi, la greffage de la fonction cZtone @&rpar rapport au
noyau pyrrolidine de la nicotine, modifie les propriZtZs pharmacodynamiques de la molZcule. Ce
modifications pourraient rZsulter de l'action de la cotinine sur des sites rZcepteurs nicotinique

(distincts de ceux de la nicotine) ou d'une autre famille.
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Chapitre Il : Nature de l'interaction de la nicotine et de la cotinine chez

la souris Mus Musculus

L'Ztude de la nature de linteraction de la nicotine et de ses mZtabolites, dans l'activit:
insecticide, a montrZ que la nicotine et la cotinine agissent de maniere supra-additive (voir Chap. |
Cette conclusion a ouvert de nouvelles perspectives dans |'Zlucidation des activitZs de la cotinine et |
consZquent de la nicotine. Elle a Zgalement contribuZ ~ la comprZhension de la nature de l'interacti
de ces deux alcaloedes. La dZmonstration de la supra-additivitZ par la mZthode de Steel et Peckh
(1979) a suggZrZ que les niveaux d'action biochimieies cellulaires de ces deux alcalosdes ne sont
pas identiques. Les mZcanismes d'activation du rZcepteur nicotinique (NAChR) (Yamamiqto et
1995) et la pharmacologie de ces rZcepteurs (Ohana et Gershoni 1990) sont diffZrents chez |
mammiferes et les insectes. Ces diffZrences expliquent pourquoi la nicotine est relativement moin
insecticide, alors qu'elle est tres toxique chez les mammiferes (Yamamalq &995). La prZsente
Ztude voudrait comparer la toxicitZ de la nicotine et de la cotinine chez la Mosrisusculuset
Ztablir la nature de leur interaction. C'est donc une investigation sur les mZcanismes d'action de ¢

deux alcaloedes chez les mammiferes.

MatZriels et MZthodes.

Des souris m%oles et femelles (25-30 g) ont reeu entre 14h et 16h les doses dZsirZes d'alcalo
dans 10 ml.kg de solution isotonique (Na®l9%). Les sympt™mes d'intoxication ont ZtZ identifiZs et
la mortalitZ a ZtZ recensZe jusqu” 18 h et le lendemain matin. Les rZsultats sont prZsentZs en frac

survivante.



RZsultats.

Effet du temps.

Les Ztudes de toxicitZ sur les souris ont montrZ que la nicotine agit plus rapidement que |
cotinine. En effet, comme le montre figure 19,100% des souris sont tuZes moins de 10 minutes
apres avoir resu une dose IZtale de nicotine. Dans le meme temps, on consta@¥gdes souris qui
ont resu une dose |Ztale de cotinine sont tuZes entre 10 et 120 minutes. Lorsque les souris ont resu
mZlange de nicotine et de cotinine IZtal, la mort survient entre 4 minutes et 20 minuté&%ates
cas. L'effet50% (EG,) de la cotinine est 15 mincelui de la nicotine est de 2 miet celui de leur

mZlange se situe au milieu avec un FQ® min.
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Figure 19: Effet du temps sur la mortalitZ provoquZe par des doses IZtales de nicotine, de

cotinine et de leur mZlange par voie intrapZritonZale chez la souris Mus musculus.

Les valeurs reprZsentent le pourcentage cumulZ de la mortalitZ observZe en fonction du tem

pour chaque traitement.



Effet de la dose.
Nous avons traclés courbes dose-effet de la nicotine et de la cotinine chez les souris m%oles ¢

femelles. La nicotine base libre est instable, nous avons utilisZ le tartrate acide de nicotine.

Les droites dose-effet de la nicotine sont prZsentZes Siguee 20. Les droites dose-effet de la

cotinine sont prZsentZes suFlgure 21. Les valeurs reprZsentent la moyenne de 10-20 souris.
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Figure 20 : Comparaison de la toxicitZ de la nicotine par voie intrapZritonZale sur les souris

Mus musculus m%oles et femelles.
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Figure 21 : Comparaison de la toxicitZ de la cotinine par voie intrapZritonZale sur les souris

Mus musculus m%oles et femelles.

Comparaison de l'activitZ de la nicotine et de la cotinine.

A partir de ces droites, on dZtermine les [t les DL, de la nicotine et de la cotinine chez les
souris m%oles et femell@alfleau 11). Pour les m%oles, la et la DL, (ug.g* souris) de la nicotine
sont respectivement de 8,8 et 15,8. Pour les femelles, elles sont de 9,8 et 18,2. Celles de la cotini
pour les m%oles sont respectivement de 2030 et 3610 et pour les femelles, sont respectivement de Z

et 4360.
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Tableau 11 : Comparaison de la toxicitZ de la nicotine et de la cotinine par voie

intrapZritonZale sur les souris Mus musculus m%.les et femelles.

Pour la nicotine, les valeurs ont ZtZ calculZes par transformation des doses de tartrate acide d
nicotine en doses de nicotine base libre. Les valeurs correspondent moyenne = SE [n

dZtermination]. Elles sont exprimZes en md.kguris.

drogue m%ole femelle activitZ relative

DL,...DL,, DL,....DLy, (%)

m%eole...... femell

nicotine 8,8t1.158+1,9[3]  9,8%2,1.18,2+3,8 [3] 100....100

cotinine 2030+480...3610+£854 [5 2420+925...4360+1666 [< 0,44...0,41

En utilisant I'Zquation de Wadley (Wadley, 1945), la toxicitZ relative de la cotinine est voisine
de 0,4% (Tableau 11). Ces rZsultats montrent que la nicotine serait 240 fois plus toxique que la
cotinine chezes souris m%les et femelles. Ainsi, la mZtabolisation de la nicotine en cotinine attZnue
toxicitZ. Cette mZthode de calcul montre quQil nOy a pas de diffZrence significative dans la sensibi

des souris m%oles et femelles "~ I'activitZ toxique de la nicotine et de la cotinine, bien que la droite de

cotinine chez les souris femelles soit IZgerement dZcalZe vers la Bigitee( 21).
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ftude de la nature de l'interaction de la nicotine et de la cotinine dans la toxicitZ par la mZthode

de Wadley (1945).

Toutes les donnZes sont inscrites dansTableau 12. La premiere colonne montre la
composition et les doses utilisZes diss mZlanges. La deuxisme colonne montre les mortalitZs
thZoriques, calculZes en traduisant les doses de cotinine en doses Zquivalentes de tartrate acid
nicotine, obtenues en multipliant les doses de cotinine par la valeur de la toxicitZ rejatdoe ¢hez

N

les m%les et 0,41 chez les femelles) et compare la mortalitZ expZrimentale ~ celle obten

thZoriqguement.

Tableau 12 : Analyse de la nature de l'interaction de la nicotine et de la cotinine dans la

toxicitZ par voie intrapZritonZale sur la souris Mus musculus par la mZthode de Wadley.

mZlange mortalitZ (%) mortalitZ (%)
nicotine + cotinine m%ole femelle
thZorique.......... expZrimentalghZorique.......... expZrimentale

| = 15+2000 33, 40 NT
Il = 15+2750 39 i 100* NT
1l =15+3000 NT 3 100%®
IV = 30+1000 54 ., 80 NT
V = 27,5+2000 58 100* NT

NT = non testZ. *P £ 0,01 entre valeur thZorique et valeur expZrimentale.
@ ce groupe a reeu 30 mg.kysouris d’hexamZthonium, 20 min avant l'administration du mZlange

indiquZ.
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On constate, d'apres la mZthode de Wadley, que la mortalitZ attemelides souris m%oles
(mortalitZ thZorique) pour les deux mZlanges Il et V de nicotine et de cotinine utilisZs es
respectivement d89% et de 58%T@bleau 12). Dans le meme temps, la mortalitZ expZrimentale est
de100% pour les deux mZlanges testZs. Il semblerait donc, d'apres la mZthode de Wadley, qu'ily a u

interaction supra-additive entre ces deux alcalosdes dans leur toRiitZ souris m%ole.

ftude de la nature de l'interaction de la nicotine et de la cotinine dans la toxicitZ par la mZthode

de Steel et Peckham (1979).

Etant donnZ que la nicotine et la cotinine ont des courbes dose-effet linE@jtes (20, 21),

l'effet de leurs mZlanges sera prZvisible par un isobologramme linZaire (Steel et Peckharned979).

isobologrammes pour les souris m%oles et les souris femelles sont prZserfdsuser 22.

3 3
;_:T 6.1(+ Q 6.1(+
2 2
o 9 o
g M %ol g femelle
o 4 o 4
c c
£ =
3 s 1 *
2 2
0 I i I i I i I i 1 0 i I i I i I i I i I i 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
nicotine (mg.kg-1 nicotine (mg.kg-1

Figure 22 : Analyse de la nature de l'interaction de la nicotine et de la cotinine dans leur

toxicitZ par voie intrapZritonZale sur les souris Mus musculus m%.les et femelles par la mZthode

Steel et Peckham (1979).
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Les isobologrammes de la nicotine et de la cotinine pour produire 100% (ronds vides) et 80%
(ronds pleins) chez la souris m%ole et 100% (triangles vides) chez la souris femelle ont ZtZ obtenus ps
mZthode de Steel et Peckham (1979). Les mZlanges prodL@&t (carrZs vides) et 80% (carrZ
plein) de I'effet ont ZtZ testZs chez la souris m%ole. L'effet de I'hexamZthonium sur l'activitZ du mZlat

testZ chez la souris femelle est montrZ (triangle plein). Tous les mZlanges ont ZtZ testZs chez 10 soul

D'apres cette mZthode, tous les points qui se situent ~ gauche de la ligne d'additivitZ indiquen
une supra-additivitZ (Steel et Peckham, 1979). On constate que les memes mZlanges de nicotine et
cotinine testZs par la mZthode de Wadley (Il dta¥fleau 12) se trouvent dans la zone de la supra-
additivitZ par rapport ~ l'isobologramm&00% (carrZs vides). Le mZlange qui pro@@% de la

toxicitZ (IV Tableau 12) se trouve sur la droite de l'additivitZ (carrZ plein). Par cette mZshode

montre Zgalement une interaction supra-additive entre la nicotine et la cotinine.

Effet de I'hexamZthonium sur la toxicitZ du mZlange de nicotine et de cotinine.

L'effet du traitement des souris, 20 min auparavant, par I'hexamZthonium ne modife pas
toxicitZ du mZlange testZ chez les souris femelle$qbleau 12). L'analyse de l'effet de ce mZlange
par la mZthode de Steel et Peckham montre qu'il produit un effet dans la zone de la supra-additivi
(triangle pleinFigure 22). Ainsi, 'nexamZthonium ne confere aucun effet hZtZroprotecteur vis-"-vis de
la toxicitZ du mZlange de nicotine et de cotinine, alors qu'il est un hZtZroprotecteur de la toxicitZ de

nicotine (rZsultats nomontrZs; Barrass et al., 1969).



Discussion.

Nous avons caractgF au cours de cette Ztude, la toxicitZ de la nicotine et de la cotinine chez la
souris, ainsi que leur mode d'interaction.

Les rZsultats obtenus montrent quaikotine est 250 foiplus toxique que la cotinine Ceci
est en accord avec les travaux rapportZs dans la littZrature. En effet Chahine (1989) a rapportZ
valeurs de DL, comparables. La dZtermination de l'activitZ relative de la cotinine chez la mouche et
chez la souris permet de faire abstraction de la voie d'administration (i.p. chez la souris et pulvZrisatic
chez la mouche). Cette dZtermination montre que la cotinine est 5-7 fois plus active chez la moucl
que chez la souris, alors que la nicotine ne montre virtuellement aucune sZlectivitZ pour le rZcepte
nicotinique de type insecte ou de type mammifere (activitZ comparable). L'activitZ plus importante de
la cotinine chez la mouche pourrait s'expliquer par une plus grande affinitZ de la cotinine pour I
rZcepteur nicotinique des insectes. En effet, la pharmacologie du rZcepteur nicotinique est diffZrer
chez les insectes et chez les vZrtZbrZs (Ohana et Gershoni, 1990). De plus, Yamahmd@osjont
montrZ que la dZlocalisation du doublet de l'azote du groupement 3-pyridyl amino mZthyle de |
nicotine par la prZsence d'un groupement Zlectrophile confere une plus grande activitZ agoniste pour |
rZcepteurs nicotiniques de type insecte par rapport ~ ceux de type mammifere. |l sergitabaide
que lacotinine agisse par le rZcepteur nicotiniquehez l'insecte et le mammifere.

La cotinine agit plustardivement et son activitZ s'Ztale entre 4 et 60 min aweeffet 50%
(EC,,) ~ 15 min. La nicotine agit plusrapidement et son activitZ ne s'Ztale pas dans le temps (<10
min) avec unEC,, ~ 2 min. Ces pics d'activitZ rappellent la biodisponibilitZ de ces deux alcalosdes
(Plowchalk efal., 1992). Au contraire, I'effet de leur mZlange se situe au miliewave€,,~ 9 min.

Ni la nicotine ni la cotinine ne montrent de diffZrences dans leur activitZ suivant le sexe

(Tableau 11). Cependanta droite dose-effet de la cotinin€igure 21) et (par consZquent)
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l'isobologrammeRigure 22) chez la souris femelle sont IZgerement dZcalZs vers la droite par rapport *
ceux obtenus chez la souris m%ole. Ces rZsultats suggerdAturerZsistance des souris femelles
aux effets de la cotinine

Nous avons ZtudiZ le mode d'interaction de ces deux alcaloedes dans leur toxicitZ, en utilisa
deux mZthodes d'analyse. Les rZsultats obtenus, par la mZthode de Wadley (1945), fondZe sur
addition simple des effets, et la mZthode de Steel et Peckham (1979),doni#adsoeffets, montrent
gue la nicotine et la cotinine agissent de maniere supra-additive chez la Jalrsa(l 12; Figure
22). Ces rZsultats sont en accord aex obtenus chez la mouche (Bruniquel et al., 1992a; Chap. I).
La dZmonstration d'uniateraction supra-additive par la mZthode de Steel et Peckham indique que
ces deux alcaloedes agissent ~ dagaux cellulaireset/ou biochimiques distincts(Steel et Peckham,
1979).

La diffZrencequantitative dans l'activitZ de la nicotine et de la cotinine, observZe dans cette
Ztude, est en accord avec d'autres Ztudes. En effet, plusieurs auteurs (Rlisri®8ét, Golberg et al.,
1989; Chahine, 1989) ont rapportZ la faible activitZ de la cotinine par rapport " la nicotine. Cependan
cesmeme travaux et d'autres (Andersson et al., 1993) ont rapportZ geffésscomportementaux
centraux de la nicotine et de la cotinine peuventdifiZrents. Les rZsultats de notre Ztude et de ces
travaux suggerent l'existence probable de sites d'action distincts pour la nicotine et la cotinine
Cependant, meme si lgsropriZtZs pharmacodynamiquesde la nicotine et de la cotinine semblent
diffZrentes, nos rZsultatBigure 19) et d'autres travaux (Plowchalk et al., 1992) indiquent que les
propriZtZs pharmacocinZtiquesde ces deux alcaloedes sont Zgalement diffZrentes. Ces dernieres
pourraient contribuer ~ la diffZrence des activitZs de la nicotine et de son mZtabolite. Heseffet
propriZtZs  pharmacocinZtiques d'une drogue peuvent moduler ses propriZtZs

pharmacodynamiques(Stolerman, 1991; 1993; 1994).



Conclusion.

Notre Ztude montre que tdcotine est environ 250 foiplus toxique que la cotinine sans
contribution significative du facteur sexedans la sensibilitZ des souridinteraction de ces deux
alcaloedes essupra-additive comme le montrent les mZthodes de Wadley (1945) et de Steel et
Peckham (1979).'hexamZthonium ne modifie pas la sensibilitZ des souris au mZlange de nicotine et
de cotinine. De plus, la souris a moins de rZcepteurs nicotinigiséss pharmacologiques de la
nicotine et probablement de la cotinine, dans le SNC que la mouche (Gundelfinger et Hess, 1992). (
rZsultat est en accord avec les propriZtZs pharmacologiques des rZcepteurs nicotiniques des insects
des mammiferes (Yamamoto at, 1995).1l est donc probable que la nicotine et la cotinine agissent
d'avantage sules rZcepteurs nicotiniques neuronauguepZriphZriques Ces rZsultats Ztant acquis,
on peut admettre I'hypothese quedatinine agit par desZcepteursnicotiniques diffZrents de ceux

de lanicotine pour expliquer l'interaction supra-additive (ou synergie).
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Chapitre 1ll : Etude de la fixation de la nicotine et de la cotinine sur les

sites [3HNicotine et [125l]alpha-bungarotoxine

La nicotine et la cotinine agissent ~ des niveaux cellulatési biochimiques distincts chez les
insectes et chez les mammiferes. De plus, la comparaison de leurs activitZs insecticide et toxique
suggZrZ la contribution du rZcepteur nicotinique " I'acZtylcholine (nAChR) dans la mZdiation des effet
de ces deux alcalosdes. Pour la nicotine, il est communZment admis qu'elle agit par ce rZcepteur. P
la cotinine, quelques Ztudes ont Ztabli son affinitZ pour les[3kdsicotine (Sloan et al., 1984;
Anderson et Arneric, 1994), mais pour les gii&bl]alpha-bungarotoxing[1251]alpha-Bgt) il existe
peu de travaux (Bruniquel et al., 1992b). Dans la prZsente investigation, nous avons comparZ l'affini
de la nicotine et de la cotinine pour les sites de fixation de ces deux radioligands, disponibles pot
marquer les sitedu NAChR. Nous avons choisi les nAChRs Terpedo marmoratapour Zvaluer
l'affinitZ de la nicotine et la cotinine pour les siieksnAChR pZriphZrique et les nAChRs du cerveau
de rat pour Zvaluer l'affinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les sites du nAChR neuronal. Il fau
noter, tout d'abord, que ces deux radioligands permettent de marquer, sans controverse, le nACI
pZriphZrique (Lindstrom, 1995). Au niveau du SNC, la multiplicitZ des sous-types de nAChRs,
caractZrisZs par d'autres techniques : biologie molZculaire, Zlectrophysiologie,..198®l8argent,

1993; Galzi et Changeux, 1995), pourrait remettre en doute l'usage de la technique "interaction ligan
rZcepteur" pour Ztudier la multiplicitZ. Ces considZrations ont ZtZ dZveloppZes par Swallens et
(1995).

Cependant, il est communZment admis que dans le cerveau de[3jniaotine marque avec une
haute affinitZ un sous-type dominant (90%) afb2-nAChR (Nakayama et al., 1990; Flores et al.,

1992; Lindstrom, 1995) et que [425l]alpha-Bgt marque avec une haute affinitZ le sous-ge
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nAChR (Peng et al., 1993; Lindstrom, 1995). Les sites de fixation de ces deux radioligands ont Zt
visualisZs par autoradiographie, dans le cerveau de rat (Claske B985). Ainsi, la prZsente Ztude
permet d'Zvaludn vitro l'interaction de la nicotine et de la cotinine avec les nAChRs pZriphZriques et

neuronaux de ces deux radioligands.

MatZriels et mZthodes.

Nous avons comparZ l'interaction de la nicotine et de la cotinine sur les memes prZparations
dans les memes conditions expZrimentales dZcrites, en dZtail, dans Chap. MATfRIELS ET
MfTHODES. La prZparation biologique et le radioligand sont incubZs en prZsence (compZtition) et e
absence (liaison totale) du compZtiteur dans les conditions dZcrites dans la littZrature. Pour
[3H]nicotine nous avons adoptZ les conditions dZcrites par Anderson et Arneric (1994) et pour I
[125l]alpha-Bgt nous avons adoptZ les conditions dZcrites par Marks et Collins (1982) (Ztude su
extraits protZiques) et par Clarke et al., (198Gude sur coupe de cerveau de rat). Le poids des rats

utilisZs dans cette Ztude Ztait de 450-500 g.

RZsultats.

* Sites de |41251]alpha-BgtpZriphZriques.

La comparaison de l'affinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les site§l@&mlpha-Bgt
montre un IG, pour la nicotine de 2,5.f0M et un IG, de 4.10 M pour la cotinine. De plus,
contrairement " la nicotine, la cotinine inhibe envir6@% de la liaison spZcifique du radioligand
(Figure 23).

* Sites de Id3H]nicotine pZriphZriques.
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La comparaison de l'affinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les sites[3lg]t@cotine

montre un IG,pour la nicotine de 1®M et un IG, de 4.1G M pour la cotinine. De plus, contrairement

" la nicotine, la cotinine inhibe envird0% de la liaison spZcifique du radioligafigire 24).
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Figure 23 : CompZtition de la nicotine et la cotinine pour les sites de liaison de la

[1251]alpha-Bgt membranaires de Torpedo marmoratiyenne + SE de 5-8 expZriences rZalisZes en

triplicata.
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Figure 24 : CompZtition de la nicotine et la cotinine pour les sites de liaison de la

[3H]nicotine membranaires de Torpedo marmoratéoyenne + SE de 5-7 expZriences rZalisZes en

triplicata.

* Sites neuronaux de [a25I]alpha-Bgt.

La comparaison de l'affinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les site$l@&lalpha-Bgt
neuronaux montre un gpour la nicotine voisin de1OM et un IG, pour la cotinine supZrieur ~ 10

M. De plus, la cotinine et la nicotine inhibent 100% de la liaison spZcifique du radiolEjgnde(

25).
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Figure 25 : CompZtition de la nicotine, I'alpha-Bgt et la cotinine pour les sites de liaison de la

[125]]alpha-Bgt membranaires de cerveau de rat.

Chaque valeur est la moyenne de 3 expZriences rZalisZes en triplicata.

Ces estimations ont ZtZ visualisZes par imagerie autoradiogragtigiue (26).

(1251 jalpha-Bgt [1251 jalpha-Bgt + cotinine 1 mM /1251 Jalpha-Bgt + nicotine | mM

Figure 26 : Images autoradiographigues de la compZtition de la nicotine et de la cotinine pour les site

[1251]alpha-Bat.

Au mM, la nicotine mais pas la cotinine inhibe la liaison du radioligand. Ce rZsultat est comparable

celui obtenu sur membrandsdure 25).



* Sites neuronaux de [@8H]nicotine.
La comparaison de fiinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les sites dBinicotine

neuronaux montre un LQpour la nicotine voisin de 1OM et un IG,, voisin de 16 M pour la cotinine.

De plus, la cotinine et la nicotine, inhibeli0% de la liaison spZcifique du radioligaRey(re 27).
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Figure 27 : CompZtition de la nicotine et la cotinine pour les sites de liaison de la

[3H]nicotine membranaires de cerveau de rat.

Chaque valeur est la moyenne de 3-4 expZriences rZalisZes en triplicata.

Discussion.

La pr&ente investigation montre, par des Ztudes de compZtition, que d'une fason gZnZrale
cotinine a une faible affinitZ pour les sites de fixation d8#gnicotine et de la[125I]alpha-Bgt De
plus, lacotinine est uncompZtiteur partiel pour les sites de fixation de ces deux radioligands au

niveau pZriphZrique alors que c'est compZtiteur total pour les sites de fixation de ces deux

radioligands au niveau centrdlableau 13).
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Tableau 13 : AffinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les sites nicotiniques.

sites  sites[3H]nicotine sites[125l]alpha-Bgt
pZriphZriques neuronaux pZriphZriques neuronaux

drogu site (%) IG, site (%) IG site (%) IG, site (%) I¢

nicotine 100....... InM 100......100 nV 100....... 25 M 100......100 pM

cotinine 60....... 400 mM 100....... 1mM 60....... 400 M 100....... 10 mM

Au niveau des sites deorpedq les rZsultats montrent que la cotinine inhibe envé@¥b de la

liaison spZcifique de ces deux radioligan@ialleau 13). En effet, le NAChR pZriphZrigpesssde
deux sites structurellement diffZrents, constituZs des sous-afgj&2tsa/d. Ces sites ont Zgalement des
fonctionnements diffZrents selon que c'est la sous-gitid qui contribue avec la sous-undZ” la
formation de site (Blount et Merlie, 1989). Ces rZsultstggerent une sZlectivitZ de la cotinine pour
un seul type des deux sites nicotiniquesTdepedo La cotinine a une affinitZ plus importante pour un
des deux sites dé25I]alpha-Bgt (IC., = 400 uM) que pour un des deux sites dHinicotine (IC,,
= 400 mM). Cette diffZrence d'affinitZ de la cotinine pour le site de liaison du radioligand suggere une
diffZrence dans I'Ztat du site selon que le radioligand est un agBk$eicotine) ou un antagoniste
([125lJalpha-Bgt) L'affinitZ de la cotinine est virtuellement et considZrablement diminuZe (1 000 fois)
lorsque le radioligand est un agonigt&H]nicotine).

Au niveau des sites neuronaux, lesulats obtenus sont en accord aseex rapportZs dans la
littZrature pour les sites de [[BH]nicotine (Sloan et al., 1984; Anderson et Arneric, 1994). Pour les
sites de 14125l]alpha-Bgt peu ou pas de travaux ont ZtZ rapportZs sur les interactions de la cotinine

avec ces sites. Les rZsultats de cette Ztude montrent que la cotinine est un compZtitt0%otal (
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d'inhibition) de la liaison de ces deux radioligan@iableau 13). La cotinine a une affinitZ plus faible
pour les sites de IHL251]alpha-Bgt (IC,,= 10 mM) que pour les sites de [[BH]nicotine (IC,, = 1
mM). L'Ztude autoradiographiquEigure 26) confirme I'estimation obtenue pour [}j@e la cotinine
pour les sites de [d25l)alpha-Bgt (Figure 25,Tableau 13).

La diffZrence dans l'activitde liaison, dZterminZe dans cette Ztude, de la nicotine et la cotinine
est en accord avec les effets comportementaux de ces deux alcaloedes. La cotinine, aux fortes dos
produit des effets comportementaux similaires ~ ceux de la nicotine (Risakr £985; Goldberg et
al., 1989; Chahine, 1989). Aux faibles doses, la cotinine produit des effets comportementaux distinct
de ceux de la nicotine (Risnerat, 1985; Goldberg et al., 1989; Andersson et al., 1993; Chahine et al.,

1993).

Conclusion.

Cete Ztude a montrZ quedatinine a unefaible affinitZ pour lessitesnicotiniques centraux et
pZriphZriques marquZs paf3]nicotine et la[125I]alpha-Bgt Elle suggere, en accord avec d'autres
Ztudes (Blount et Merlie, 1989) que les deux sitdset a/g du rZcepteur nicotinique pZriphZriceat
morphologiquement, fonctionnellement et pharmacologiquement distincts comme le rZvslent les Ztude
de compZtition avec la cotinine. La cotinine sesdiective pour un des deux sites

Cette Ztude, sggre que la cotinine a unfaible affinitZ pour lessites nicotiniques centraux
de la [3H]nicotine et de la [125l]alpha-Bgt. Ces rZsultats sont en accord avec les effets
comportementaux de la nicotine et de la cotinine (aux fortes doses de cotinine) (Reinet 3835,
Goldberg et al., 1989; Chahine, 1989). Cependant, les effets spZcifiques de la cotinine, ~ faible dos

(Risner etal., 1985, Goldberg et al., 1989; Andersson et al., 1993) et son interaction supra-additive
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avec la nicotine chez la mouche (Chap. 1) et la souris (Chap. 1) suggerentZgesismes d'action

spZcifiques pour ces deux alcalosdes
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Chapitre 1V : Etude du passage de la cotinine dans le cerveau et de ses

interactions avec les ligands nicotiniques

L'Ztude de la fixation de la cotinine sur les sites nicotiniques pZriphZriques et centraux, marqu:
par la[3H]nicotine et la[1251]alpha-bungarotoxinea suggZrZ que les si{@si]nicotine centraux, en
particulier, pourraient stre des mZdiateurs des activitZs centrales de la cotinine, ~ forte dose. Cependa
la pZnZtration de la cotinine dans le systeme nerveux central (SNC) est controversZe. De plus,
quantification de ses concentrations cZrZbrales et la modulation de sa pZnZtration dans le cerveau n
pas ZtZ rapportZes.

L'objectif de cette Ztude est de quantifier, par trois mZthodes : chromatographie HPLC et CCM
et par un dosage radioimmunologique (RIA), les concentrations cZrZbrales de la Gatinire. faire,
nous avons synthZtisZ une cotinine pure pour cette Ztude. En effet, la cotinine commerciale pourr
contenir deD,08% de nicotine (Goldberg et al., 1989) jusqu” 0,3% (Communication Personnelle de Dr.
Bruno David Institut de Recherche Pierre Fabre). Cette synthese a donc pour objectif de fournir un
cotinine non contaminZe par la nicotine pour Ztudier son passage dans le cerveau.

Nous avons Zgalement ZvaluZ la contribution du systeme cholinergique nicotinique central e

pZriphZrique dans la rZgulation du passage de la cotinine dans le cerveau.

MatZriels et mZthodes.

Les rats Sprague-Dawley (327+26 g) (IFFA CREDO FRANCE) ont ZtZ hZbergZs au moins troi:
jours avant I'expZrimentation. lls ont resu, par diffZrentes voies (iv., ip. et sc.) des doses diffZrentes c

cotinine (1, 10 et 70 mg.Ky et ont ZtZ sacrifiZs aux temps 5, 20 et 60 min. Les rats ont ZtZ anesthZsiZ



144

le cerveau et le sang ont ZtZ prZlevZs pour I'extraction de la cotinine par le mZthanol. Cette extracti
mZthanolique a ZtZ utilisZe pour d'autres alcaloedes (Realill 8990). La cotinine a ZtZ visualisZe
par CCM selon Stalhandske (1969) et par HPLC selon Harihaain €t988)et quantifiZe par HPLC
avec le 2-phZnylimidazole comme standard interne et par RIA.

L'effet de la nicotine (agoniste nicotinique), de I'hexamZthonium (antagoniste nicotinique
pZriphZrique) et de la mZcamylamine (antagoniste nicotinique central) sur les concentrations de

cotinine ont ZtZ ZvaluZs par les memes techniques.

RZsultats.

* |dentification et Zvaluation de la puretZ de la cotinine : le spectre HPLC de la cotinine

synthZtisZe montre qu'elle est pufere 28). Aucune impuretZ n'a ZtZ dZtectZe par IR, RMN et

CCM (Figure 29)...Les spectres obtenus sont conformes ~ ceux de la littZrature.

Cotinine (C,;H,,N,O) :
IR : Kbr (v, cm?) : 3500 (-OH, produit hygroscopigue 685 (C=0); 1485 (C=C).
'H.RMN CDCl,(d, ppm) : 1,91 (m, 2H, §J; 2,53 (m, 2H, H); 2,69 (s, 3H, N-CH); 4,58 (t, 1H, H,
J=6Hz); 7,35 (dd, 1H, 5J=4,8 & 7,8 Hz); 7,35 (m, 1H, M 8,51 (d, 1H, H, J=2,2 Hz); 8,60 (dd, 1H,
He, J=1,6 & 4,8 Hz).
C.RMN CDCL, (d, ppm) : 27,72 (N-Cklet C,, CH,); 29,48 (G, CH,); 61,61 (G, CH); 123,53 (G,
CH); 133,32 (G, CH); 136,08 (G C); 149,18 (G CH); 174,82 (G, C=0).

N-oxyde de cotinine (GH,,N,O,) :
IR : Kbr (v, cm?) : 3420 (-OH, solvant EtO}41670 (C=0); 1280 (N-->0).
'H.RMN CDCL (d, ppm) : 1,9 (m, 1H, BJ; 2,54 (m, 3H, H, 1H,); 2,73 (s, 3H, N-CK); 4,48 (m, 1H,
Hg); 7,10 (m, 1H, H); 7,33 (m, 1H, £); 8,13 (m, 1H, H); 8,18 (m, 1H, H).
C.RMN CDCL (d, ppm) : 27,53 (CH C,); 28,23 (CH, N-CH,); 29,38 (CH, C,); 61,32 (CH, ©);
123,35 (CH, ©); 126,39 (CH, ¢); 137,53 (CH, §); 138,57 (CH, ¢); 141,03 (CH, G).
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Figure 28 : ldentification et quantification de la cotinine par HPLC. (A) pic a : cotinine : 392

ng/temps de rZtentidh89: pic b : 2-phZnylimidazole, Ztalon interne, 39,2 ng/temps de rZtention 15,89

min (B) pic a cotinine 96 na/temps de rZtention 6.53 min; pic b : Ztalon interne, 39.2 na/temps d

rZtention 15,32 min; pic ¢ : nicotine 312 ng/temps de rZtention 4,60. (C) extrait d'un rat traitZ par la

cotinine 70 mag.kd
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Des essais prZliminaires ont montrZ que les concentrations cZrZbrales de cotinine sont pl
importantes P < 0,01) par voie sc. et iv. que par voie ip. Nous avons ZtudiZ I'effet du temps et de:

doses par voie sc.

* Quantification du passage de la cotinine dans le cervealiableau 14 montre l|'effet du
temps (" la dose de 70 mg:kde cotinine) et 'effet des doses (au temps 20 min apres I'administration
de la cotinine) sur les concentrations plasmatiques et cZrZbrales de cotinine. Il montre Zgaleme
I'’Zvolution du rapport concentration de cotinine danseleveau/concentration de cotinine dans le

plasma.

Tableau 14 :Effet du temps et de la dose sur les concentrations plasmatiques et cZrZbrales d

la cotinine.
Les valeurs reprZsentent iaoyenneE+ SE de trois individu®® ¥ 0,05 par rapport au temps 5 min

(test de Student apres analyse de variance).

cerveau (ng.n) plasma (ng.mf) rapport
traitement HPLC RIA RIA cerveau/plasmi
effet du temps 5 874+138 633+112 5084+331 0,17
(min) 2( 1089+107 1069+345  4198+864 0,26*
" la dose 6 897+122 828+199 3711+327 0,24
70 (mg.kgh)
effet des doses 149+28 48+13 - -
(mg.kg") au 10 216+48 291494 - -

temps 20 min
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Les valeurs obtenues par HPLC et par RIA sont tres voisines. L'inspection de I'Zvolution des

concentrations plasmatiques et cZrZbrales par leur rafjsieéu 14), montre un passage de la

cotinine dans le cerveau. Ce passage est dZtectable par HPLC, RIA et pafFigai (29). La

coloration au Dragendorff n'a pas permis de colorer les t%.ches de la cotinine.

1 2 3 4 5 67 8 92101112

Figure 29 :ldentification de la cotinine des extraits de cerveau de rat par CCM.
Piste 1, 2 et 3 Ratscontr™lePiste 4, 5 et 6 Effet du temps 5, 20 et 60 mitiste 7 et 8 Effet de la

mZcamylamine et de I'hexamZthonium sur le passage de la doseK@'nRiste 9. 10 et 11Effet de

la nicotine (0,1 mg.kY sur le passage de 1, 10 et 70 mg.mg-1 cotiftigte 12: cotinine tZmoin.

Interaction de la cotinine avec les ligands nicotiniques.
La co-administration de nicotine (0,1 mg'kgavec la cotinine (1 mg.Kg augmente tres

fortement P < 0,01) les concentrations de cotinine dans le cerveau, avec une baisse faible (P < 0,0
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des concentrations plasmatiques de cotinifaleau 15). La co-administration de mZcamylamine (1

mg.kg') avec la cotinine baisse faiblemeRt< 0,05) les concentrations plasmatiques et cZrZbrales de

cotinine (Tableau 15). La co-administration d'hexamZthonium (1 mé).layec la cotinine baisse tres

fortement P < 0,01) les concentrations cZrZbrales de cotinine, avec une baisse IZgere (P < 0,05) d
concentrations de cotinine plasmatiqugakleau 15).

Tableau 15 : Interaction de la cotinine avec les ligands nicotiniques dans son activitZ de

passage dans le cerveau.

Chaque valeur est lanoyenne = SE de trois individusP*< 0,05. ** P < 0,01 (test de Student apres

analyse de variance).

rapport =

cotinine co-administrZe avec [cotinine] co-administrZe / [cotinine] administrZe s

(mg.kg") cerveau plasma
rien 0,96%0,24 1+0,09
nicotine (0.1) 47+12** 0,37+0,17*
mZcamylamine (1) 0,51+0,21* 0,71+0,05*
hexamZthonium (1) 0,02+0,02** 0,62+0,07*

Ces rZsultats suggerent que le passage de la cotinine dans le estvsi@mulZ par la nicotine,

n'‘est pas affectZ par la mZcamylamine et totalement inhibZ par I'nexamZthonium. Ces rZsultats s

comparables par HPLC et RIA et ont ZtZ visualisZs par GRigdire 29). La co-administration de

nicotine (0,1 mg.kg) avec la cotinine 10 et 70 mgkgnaffecte pas significativement les

concentrations cZrZbrales de cotinifigire 29).



Discussion.

Dans les conditions expZrimentales adoptZes dans cette Ztude, les rZsultats obtenus monti
que lacotinine passedans le cerveau. Le passage de la cotinine a ZtZ rapportZ, par analyse
autoradiographique qualitative, chez la souris (SchmiterlSal.et1966, Waddel et al., 1976). Une
Ztude par PET (Positon Electron Tomography) sur un sujet humain a rapportZ que ce passage n'Ztait
significatif (Halldin etal., 1992).

Dans la prZsente Ztude, nous avonantfiZ ce passage chez le rat par deux mZthodes
d'analyse. Les deux mZthodes (HPLC et RIA) montrent des rZsultats comparablesu 14). Ces
rZsultats ont Zgalement pu stre visualisZs par CElNute 29). La quantitZ de cotinine analysZe par
CCM (infZrieure ou Zgale 20% de la quantitZ analysZe par HPLC) est trop faible pour obtenir une
coloration par le rZactif de Dragendorff (seuil pour la cotinine voisin de 50 ng). Cependant, la cotinine
a bien ZtZ identifiZe par son Rf par HPIFggre 28) et par CCM Figure 29). E partir de la
coloration de Dragendorff de la t%.che de cotinine tZmoin, on peut estimer que nous avons dZposZ m
de 20 ng de cotinine dans les analyses CCM. Il est aussi probable que toute la cotinine dZposZe n'ait
migrZ (effet du dZp™Figure 29). Dans ces conditions expZrimentales, on peut estimer que nous avons
extrait une quantitZ de cotinine infZrieure ou Zgale 1'gegcerveau. Dans les memes conditions,
nous avons estimZ, par HPLC et RIA, que nous avons extrait une quantitZ de cotinine de 15-20 pg.
cerveau. Cette quantitZ de cotinine que nous aggiraite du cerveau, suggere que le passage de
cotinine est faible. Cette conclusion est en accord avec I'Zvolution du rapport des concentrations
cotinine cZrZbrales ptasmatiquesTableau 14). Ce rapport est au maximum de l'ordre de 0,26 alors
que pour la nicotine, un rapport de 0,65 a ZtZ rapportZ (Realill #990). Il est donc probable que la

cotinine passe moins bien dans le cerveau que la nicotine. Cette conclusion est Zgalement en acc
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avec des prZvisions fondZes sur le coefficient de partition et les constantes d'ionisation de la nicotine
de la cotinine (Li eal., 1992).

Dans cette Ztude, nous avons Zgalement testZ |'effet d'agents nicotiniques sagke gesa
cotinine. Dans les conditions expZrimentales adoptZes, les quantitdsnde cZrZbralesdosZes,
varient significativement en fonction de la nature Bmgent nicotinique testZ. Le passage est
significativement R < 0,01) stimulZ par la nicotine (agoniste nicotinique), alors qu'il est IZgerement
inhibZ (P < 0,05) par la mZcamylamine (antagoniste nicotinique central) et totalement inhibZ pa
I'hexamZthonium (antagoniste nicotinique pZriphZrique) (P < 0,01). Ces rZsultats suggerent |
contribution de sites nicotiniques dans la modulation du passage de la cotinine. Les taux plasmatiqu
de cotinine sont IZgZrement inhibZ2 € 0,05) en prZsence de ces alcaloedes. L'inhibition plus
importante observZe en prZsence d’hexamZthonium, par rapport ~ la mZcamylabiesi(15), ne
peut s'expliquer par la baisse des taux plasmatiques de cofiiailegu 15). Ces rZsultats suggerent
la contribution des sites nicotiniques pZriphZriques, par rapport aux sites centraux, dans la modulati
du passage de la cotinine. Le mZcanisme intime de la modulation du passage de la cotinine par les s
nicotiniques n'est pas expliquZ. Cependant, la nicotine et la cotinine ont des effets diffZrents sur s
taux plasmatiques d'aldostZrone et de prolactine (Anderssoal.,et1993) et les fonctions
endocriniennes sont modulables par les nAChRs (Fuxe et al., 1990). Ces hormones de I'axe hypophy
surrZnale ont ZtZ impliguZes dans la rZgulation endogene de la permZabilitZ de la barrie
hZmatoencZphalique (Long et Holoday, 1985). Il est donc probable eotime et la cotinine
passent diffZremment la barriere hZmatoencZphalique. Cependant, le passage de la cotinine

dZpend de I'Ztat d'activation des nAChRs pZriphZriques.



Conclusion.

Dans nos conditions expZrimentales, les rZsultats montrent gassagede la nicotine est
supZrieur” celui de lacotinine. Ces rZsultats sont en accord avec les donnZes de la littZrature, bier
qu'aucune quantification directe du passage de la cotinine n'ait ZtZ rapportZe. Ces rZsultats suggel
guele passagele lacotinine estsoumisau contr™le du systeme cholinergique nicotinique. Le systeme
nicotinique pZriphZrique semble jouer urr™le plus prZpondZrantjue le systemenicotinique
central. Le mZcanisme intime de la modulation du passage n'est pas expliquZ, mais il est probable gL
rZsulterait d'un effet sur l@sormones de la surrZnalequi ont ZtZ rapportZes responsables de la
modulation de la permZabilitZ de la barriere hZmatoencZphalique (Long et Holoday, 1985). Les effet
diffZrents de la nicotine et de la cotinine sur ces hormones (Andersdgri@83) pourraient expliquer
le passage plus restreint de la cotinine par rapport " la nicotine. Ces rZsultats semblent suggZrer que
nicotine et la cotinineaffecteraient diffZrents sites nicotiniques. Les effets de la nicotine et de la
cotinine sur les fonctions de la surrZnale pourraienttre directs ou indirects en particulier le
NAChR peut moduler les fonctions endocriniennes (Fuxe et al., 1990). Il est donc aussi probable qu
ces deux alcaloedes affectent le passage d'autres substances (exogenes ou endogenes).

Enfin, la nature de ces mZcanismes pounté diffZrente chez 'homme et chez le rat
expliguant, peut-etre, I'absence de passage de la cotinine chez le sujet humain (Halldin et al., 1992
Mais, il est aussi probable qu'une dilution isotopique, involontaire, a contribuZ " la baisse de la
signification du passage de l'isotope de la cotinine.

Les rZsultats de cette Ztude permettent d'estimer que, par administration scg.tg'1den
cotinine chez le rat, la quantitZ cZrZbrale serait de 250 ogrveau (soit 1,5 nmoligcerveau ou 1,5
UM si on considere 1 g de cerveau = 1 ml). Ces valeurs pourraient stre diffZrentes, vu les Ztape

d'extraction et la prZsence de sites de liaison. Ces limites correspondraient aux doses physiologiques
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cotinine couramment rapportZes chez les fumeurs de tabac. Cependant, les fumeurs de marijuana e
tabac ont des taux plasmatiques de cotinine plus bas que ceux des fumeurs de tabac seul (&unakis et
1988). Il est donc probable que des interactions complexes se produisent entre ces diverses drog

comme pour le cas du tabac et de I'alcool (Dat.e1993; 1994).



Chapitre V : Nature nicotinique des sites de fixation de la

[125]]cotinine

Les effets psychoactifs de la nicotine pourraient jouer un r™le dans l'induction et le maintie
de la dZpendance tabagique (Ochoa, 1994). Ces effets de la nicotine rZsulteraient de sa fixation
les rZcepteurs nicotiniques (NAChRs). La multiplicitZ des nAChRs dans le neuronel¢Rale,
Sargent, 1993; Galzi et Changeux, 1995) souligne la multiplicitZ et la complexitZ des effets
attribuZs " la nicotine (Ochoa, 1994). Cette complexitZ serait accrue par la contribution de certain
des mZtabolites aux effets de la nicotine (Fuxalet1979; Risner et al., 1989; Goldberg et al.,
1989; Dar et al.,, 1994...). Parmi ceux-ci, certains comme la nornic@iinduisent des effets
semblables ~ ceux de la nicotine (Risner et al., 1985; 1988; Goldberg et al., 1989). D'autre:
mZtabolites, comme la cotinine, produisent aux doses physiologiques des effets centraux diffZrer
de ceux de la nicotine (Risnerat, 1985; Goldberg et al., 1989; Chahine, 1989; Andersson et al.,
1993). Nous avons montrZ que la nicotine et la cotinine pouvaient avoir diffZrents mZcanisme
d'action chez l'insecte (Chap. 1) et la souris (Chap. 1), que la cotinine a une faible affinitZ pour le:
sites nicotiniques de [@BH]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt (Chap. Ill) et que ses concentrations
physiologiques3( uM) ne suffiraient peut-stre pas pour activer ces sites. La consZquence de ces
considZrations pharmacocinZtiques et pharmacodynamiques est I'hypothese de I'existence de si
centraux spZcifiques "~ la cotinine. Cette hypothese a ZtZ vZrifiZe par l'usage d'un nouvea

radioligand, 1g125I]cotinine.

MatZriels et mZthodes.



155

Nous avons caractZrisZ la fixation de ce radioligand dans les memes prZparations
membranaires de l'organe Zlectrique du poiSsmpedoet du cerveau de rat qui ont servi pour

Ztudier la fixation de Ig8H]nicotine et de lg125I]alpha-Bgt.

RZsultats.

Dans les memes conditions expZrimentales, ce radioligand ne donne pas de liaisor
spZcifique dans les membranes de l'organe Zlectrique du pbspenq la liaison totale = liaison
non spZcifiqgue = 80 cpm. Pour les membranes de cerveau de rat, la liaison spZcifique est de 5(
600 cpm (radioactivitZ totale 12 000 ~ 15 000 cpuaretZ3 90%). Nous avons d'avantage

caractZrisZ la fixation de ce radioligand dans les prZparations membranaires de cerveau de rat.

* CinZtique de fixation du radioligand : Rigure 30 montre que la fixation de ce

radioligand est rZversible avec deux constantes de dissociation cinZjtres(foisines.
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Figure 30 : CinZtique de la fixation de la [13Bbtinine sur les membranes de cerveau de

En A la fraction membranaire (1 mg.miprotZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de
radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de 10 mM de cotinine (liaison non spZcifique,

LNS), pendant un temps croissant. Les valeurs correspondent ~ la moyenne de la LS = LT-LNS ¢
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5-8 expZriences. En B, la fraction membranaire a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de radioligar
seul ou en prZsence de 10 mM de cotinine jusqu'” I'’Zquilibre. La dissociation du radioligand de se:

sites a ZtZ rZalisZe par dilution volumZtrigliel@0). Les valeurs correspondent ~ la moyenne de

la LS = LT-LNS de 3-8 expZriences.

* Effet de la quantitZ de protZines sur la fixation du radioligandFiglare 31 montre que

la fixation du radioligand est linZairement dZpendante de la quantitZ de protZines dans linterval

[0,2-1,8 mg.miH].
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Figure 31 : Effet de la concentration en protZines sur la fixation du radioligand.

La fraction membranaire (0,02 ~ 1,7 mg.thprotZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM
de radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de 10 mM de cotinine (liaison non
spZcifique, LNS), jusqu”” I'’Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les fit&s a

comptZe. Les valeurs correspondent " la moyenne de la LS = LT-LNS de 3-5 expZriences rZalisZ

en triplicata.
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* SaturabilitZ des sites de fixation du radioligand Figure 32 montre que les sites de

fixation du radioligand sont saturables avec une constante de dissociation " I'Zquikbfs26 +

0,06 nM et un nombre de sites B= 20 + 2 fmoleng* protZines.
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Figure 32 : SaturabilitZ des sites de fixation du radioligand dans les membranes de

cerveau de rat.

La fraction membranaire (0,2-0,5 mg.thprotZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 7 ~ 650
pM de radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de 10 mM de cotinine (liaison non
spZcifique, LNS), jusqu”” I'’Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filtres a Ztz

comptZe. Les valeurs correspondent ~ la moyenne de la LS = LT-LNS de 4 expZriences rZalisZes

triplicata.

* Comparaison des constantes de dissociation estipagfedes Ztudes de cinZtique et de

saturation : leTableau 16 montre que le radioligand a un (Ztude de saturation) ou deux (Ztude
cinZtique) sites de fixation. Cependant, les deux constantes de dissociation eftiraZes Ztudes
de cinZtique ne sont pas tres diffZrentes (10 fois), la deuxisme= (829 nM) est comparable "

celle obtenue par I'’Ztude de saturation (0,26 + 0,06 nM).
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Tableau 16 : Comparaison des valeurs du Kd obtenues dans les Ztudes de cinZtique, de

saturation et de compZtition.

Les valeurs de K(nM), de B_ (fmole.mg protZines) et la proportion de sites en %
correspondent ~ lamoyenne + SD estimZe par le programme Enzfitter (Leatherbarrow 1987). ND,

non dZtectZ.

Site Ztude cinZtique Ztude de saturation compZtition de la cotinine
Ka % Kq RBx Ky %
1 0,08......... 20 ND 0,08£0,01........... 17£3
2 0,29................. 80 0,26+0,06........... 20+2 (1,1+0,5)16........ 758

* Profil nicotinique des sites de fixation du radioligantt GABA, la glycine, I'atropine, le

carbachol et 'nexamZthonium, ~ des concentrations supZrieures ou Zgales au mM n'inhibent pas

liaison du radioligandTableau 17).
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Tableau 17 : Profil pharmacologique nicotinigue pour les sites du radioligand.

La fraction menbranaire a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de radioligand et d'une
concentration supZrieure ou Zgale ~ 1 mM de chaque inhibiteur indiquZ (GABA, acide gamma
amino butyrique; DMPP, dimZthyl phZnyl pipZrazinium iodide). Les essais ont ZtZ filtrZs et la
radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe. Les valeurs correspondendyleanne + SEM (Zcart *

la moyenne) de n (indiquZ entre parentheses) expZriences rZalisZes en triplicata.

drogue drogue inhibition
inhibition % + SEM [n]
% + SEM [
GABA.......c e -15+£25 [3] | carbachol.................... 5x8 [3]
glycine.......ccooveuvenee. -12+11[3] [|arZcoline..................... 47+22 [4]
dopamine................. 23+14 [3] hexamZthonium............ 10+4 [2]
atropine........cccoeeveeeeen. -149 | lobZline.......ccco........ 25+16 [3]
muscaring.................... -51+14 [2] [DMPP......cccviiiiiiinee 47+10 [2]

E des concentrations supZrieures au mM, la dopamine, la lobZline, I'arZcoline et le DMPF
inhibent moins d&0% la liaison du radioligand, la muscarine la stimule d'environ Sagbléau

17) et I'oxotrZmorine l'inhibe ~ 1009 igure 33).
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Figure 33 : Profil pharmacologique nicotinigue pour les sites du radioligand

La fraction membranaire (1 mg.mH protZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de
radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de concentrations croissantes d'algha);Bgt
de nicotine |), d'oxotrZmorine € ou de cotinine 20 mM (liaison non spZcifique, LN&) (
jusqu” I'Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe. Le:

valeurs correspondent ~ lmoyenne + SEM de 5 expZriences rZalisZes en triplicata.

* Profil pharmacologigue d'un sous-type de sites nicotiniques du radioligand : la nicotine,

l'alpha-Bgt (Figure 33), la cotinine Figure 34), l'anabasine et I'acZtylcholin€ableau 18)
inhibent environl00% de la liaison du radioligand. Les donnZes de la cotinine, l'acZtylcholine et

I'oxotrZmorine ont ZtZ significativement modZlisZes "~ deux sites, celles de la nitatinbasine

et l'alpha-Bgt ™ un siteliableau 18).



161

Tableau 18 : Profil pharmacologique d'un sous-type de sites nicotinigues pour le

radioligand.

La fraction membranaire (1 mg.ml protZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de
radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de diffZrentes concentrations de compZtiteurs
oxotrZmorine, acZtylcholine, anabasine, alpha-Bgt, nicotine ou cotinine jusqu' I'’Zquilibre (1-2 h).
Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe. Les valeurs reptZsentent
moyenne +SEM ou la moyenne + SD estimZe par le programme Enzfitter (Leatherbarrow 1987)

L'IC,, a ZtZ estimZ graphiquement (Cheng et Prussof 1973). Le nombre d'expZriences est indiq

[n].

drogue inhibition oY) K (M) Site % + SD
% £ SEM][n moyenne + SD
oxotrZmorine 99 + 6 [5] coeevreerrnnne. 210.......... (2+0,5).10........ (1) 29+2

............. (9 £3).10...(2) 63+ 4

acZtylcholine 100 £ 8 [3] c.ccevvennnee. 210.......... (10 £0,3).10.......(1) 64+ 1

anabasine 87+7[3]..cccevennnn’2.1Q.....(41 £ 10).10........ (1) 965
alpha-Bgt 7347 [5] oo, 5.10......(0,26 * 0,06).10...(1) 80 * 6
nicotine 100 £ 10 [5] ocovvevvrnee. 2.10......(30 £ 10).10........ (1) 967
cotinine 1009 [5] cecevveenne 3.10......(80 £ 10).16........ (1) 17+£3

* Comparaison de l'affinitZ de la cotinine pour les dit@§l]cotinine, [125l]alpha-Bgt et
[3H]nicotine : la compZtition de la cotinine pour ces sites montre qu'elle a,ude@,5 mM pour

les sites[3H]nicotine; de 15 mM pour les sitgd25l]alpha-Bgt et de 300 uM pour les sites

[125l]cotinine (Figure 34).



10C_ °

radioligand (%)

log [cotinine]; [M]

Figure 34 : CompZtition de la cotinine pour les sites de la [125l]cotinine, de la

[1251]alpha-Bgt et de la [3H]nicotine membranaires de cerveau de rat.

L'inhibition de la [3Hnicotine et de la [125l]alpha-Bgt a ZtZ rZalisZe comme dZcrit
respectivement par Anderson et Arneric (1994) et par Marks et Collins (1982). Les valeurs
correspondent ~ la moyenne de 3-5 dZterminations rZalisZes en triplicata avec une variedion
et inter-essai infZrieure ~ 9%. Dans ces expZriences, I'affinitd) @€ la nicotine et de I'alpha-Bgt
pour leurs sites respectifs est de 100 et 1 nM. L'inhibition de la Jd@&ine a ZtZ rZalisZe comme
dZcrit dans la IZgende dlableau 18, avec plus de 8 concentrations de cotinine. Les valeurs
correspondent ~ la moyenne de 5 expZriences rZalisZes en triplicata avec une varisdi@

inter-essai infZrieure ~ 5% et 8% respectivement.

* Distribution cZrZbrale des sites de fixation du radioligand : ce radioligand se lie
spZcifiquement dans toutes les rZgions cZrZbrales analfgfies (35). La quantitZ des sites
[125l]cotinine (mesurZe en prZsence d& M de cotinine) est significativement plus ZlevZe dans
les membranes de I'hippocampe £F0,01), du bulbe et du cervelet #0,02) que dans les

membranes du cerveau entier.
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Figure 35 : Distribution rZgionale des sites de la [125l]cotinine dans le cerveau de rat.

La fraction membranaire (1 mg.miprotZines) des rZgions indiquZes (WB, cenedier;
Cx, cortex; Hy, hippocampe; B, Bulbe; Th, thalamus; Cp, caudate-putamen; Cb, cervelet) a Zt:
incubZe en prZsence de 67 pM de radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de 10 mM ¢
cotinine (liaison non spZcifique, LNS), jusqu” I'Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la
radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe. Les valeurs correspondentdylnne + SE de la LS =

LT-LNS de 5 expZriences rZalisZes en triplicata.

Discussion.

La conclusion majeure de la prZsente Ztude est q[i2%]cotinine marque des sous-
types de sites nicotiniquesDans les memes conditions expZrimentaldeptZes, ce radioligand ne

se fixe pas dans les membranes de l'organe Zlectrique du pdmgmdg alors qu'il se fixe
rZversiblementHigure 30), de faeon saturabl€ifure 32), avec un profil nicotiniqueT@bleau

17) et avec un profil d'un sous-type de sites nicotinigkiggi(e 33, Tableau 18).



Par opposition auZtudes de cinZtique et de compZtition, les Ztudes de saturation montren
un seul site pour le radioliganfigbleau 16). Cette contradiction n'est pas expliquZe, mais pourrait
provenir des conditions expZrimentales adoptZes (dZfinition de la liaison non spZcifique
tempZrature..t/ou des propriZtZs intrinseques des sites du radioligand (leur proportion relative,
leurs Ztats, coopZrativitZ...) et/ou de la contribution de sites non saturables dans les expZriences
compZtition et de cinZtique (un site membranaire phospholipidique non spZcifique) et/ou de
I'estimation de deux valeurs de constante de dissociation cinZtique alors que leur diffZrence e
Zgale " 10 fois Tableau 16). Cependant, un modele ~ deux sites pour le radioligand est Zgalement
suggZrZ; c™tZ des expZriences de cinZtique, par les expZriences de compZtition. La dopami
l'arZcoline, la lobZline et le DMPHdbleau 17), contrairement " la nicotine, I'acZtylcholine,
l'alpha-Bgt, I'oxotrZmorine, l'anabasine et la cotinine inhibent moins08le des sites marquZs
(Tableau 18). De plus, les donnZes obtenues avec |'acZtylcholine, I'oxotrZmorine et la cotinine
contrairement " la nicotine, I'anabasine et l'alpha-Bgt ont ZtZ significativement modZlisZes " deu:
sites Tableau 18). Un modele ~ deux sites n'est pas une preuve de la contribution de plus d'un
rZcepteur " la liaison. En effetn nAChR porte plus d'une seule catZgorie de sites : deux sites
agonistes/antagonistes compZtitifs non Zquivalents, des sites antagonistes non compZtitifs dans
canal et des sites allostZriques (20 ~ 30) " l'interface lipide-protZine (Galzi et Changeux, 1995). D¢
plus, ces nAChRs ont au moins quatre Ztats allostZriques (repos, actif, inactif et dZsensibilis;
(Galzi et Changeux, 1994). Leur Ztat de haute affinitZ correspondrait ~ une fraction dZsensibilisZ
du rZcepteur, provoquZ par une incubation lente. Ces propriZtZs du rZcepteur nicotinigt
expliqueraient pourquoi la nicotine se fixe,vitro, ~ des concentrations de I'ordre du nM alors que
ses effets sont observZs pour des concentrations pM (Ochoa, 1994). Il serait donc probable q
diffZrents Ztats des sites {E25I]cotinine soient dZtectZs selon les conditions expZrimentales
utilisZes ou qu'un site non saturable contribue " la fixation du radioligand. Cette situation est

Zgalement vraie pour [8H]nicotine qui est rapportZe avoir un site (Anderson et Arneric, 1994...)
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ou plusieurs sites (Sloan et al., 1984...). | g Be la[125I]cotinine (Tableau 16) est faible mais
plus proche de celui de [8H]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt que de celui des rZcepteurs
muscariniques (MAChRs) (Marks et Collins, 1982).

Cette conclusion est fondZe sur l'affinitZ Ji@e la cotinine qui estO et 50 fois plus forte

pour les site$125l]cotinine que pour les sites de[[BH]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt(Figure

34). Une forte affinitZ de la cotinine est obtenue pour un site maf@bfedux 16, 18). Ce
rZsultat supportd'avantage notre conclusion, ~ savoir que les sites de ce nouveau radioligand son
distincts de ceux de If8H]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt. Cette conclusion est Zgalement
supportZe par les rZsultats obtenus avec les compZtiteurs nicotiniques et non nicotiniques. D'l

c™tZ, les ligands non nicotiniquEateau 17), exception faite pour I'oxotrZmorine, n'inhibent pas

ou inhibent tres peu, aux fortes concentratighanM) la liaison du radioligand. De l'autre c™1tZ,
tous les ligands nicotinique§igure 33; Tableau 18) inhibent fortement, = des concentrations
certes supZrieures ou Zgales au pM, la liaison du radioligand. L'exception faite pour I'oxotrZmorin
pourrait confirmer la regle. En effet, 'oxotrZmoripeurrait agir par des mZcanismes nicotiniques
(Hong et Chang, 1990) et son affinitZ pour les sites d&2Bl]cotinine est bien infZrieure ~ son
affinitZ pour les sites des rZcepteurs muscariniques (Anderson et Arneric, 1994). Notre conclusic
est que les sites de[E25I]cotinine sont de nature nicotinique mais qu'ils sont distincts des sites de
la [3H]nicotine et de[125I]alpha-Bgt. Elle s'appuie d'une part sur les affinitZs dZterminZes pour la
nicotine, I'alpha-Bgt, la cotinine et I'anabasine et d'autre part sur la distribution rZgionale des site
de ce nouveau radioligan&i@ure 35). En effet, les sites de [[BH]nicotine et de Ia[125I]alpha-
Bgt ont ZtZ rapportZs plus abondants dans le cortex par rapport au cervelet (Marks et Collins, 198:
Les sites de ce nouveau radioligand sont plus abondants, dans le cBreeded?).

Cette conclusion est Zgalement en accord avec les donnZadittiérature. En effet, la

cotinine a ZtZ rapportZe, ayant une tres faible affinitZ pour les site§3triaotine (Anderson et
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Arneric, 1994) et pour les sites de[8H]nicotine et [125l]alpha-Bgt de I'organe Zlectrique de
Torpedo(Bruniquel et al., 1992). Nous avons, pour notre part, contribuZ ~ ces estimations et nos
rZsultats montrent que la cotinine a Zgalement une faible affinitZ pour les sites neuronaux de
[3H]nicotine et de la[125l]alpha-Bgt (Figure 34). Ces rZsultats montrent que les sites de la
[125]]cotinine sont des sites nicotiniques distincts de ceux d@Hanicotine et de la125l]alpha-

Bgt. Cette conclusion est en accord avec les donnZes de la littZrature sur la fixation de la cotinin

ses activitZs et ses effets comportementaux.

Conclusion.

La cotinine a des effets pharmacologiquescemportementaux distincts de ceux de la
nicotine. Ses interactions avec la nicotine, sa fixation sur les sites [BH]aicotine et de la
[125l]alpha-Bgt pZriphZriques et centraux et son passage dans le cerveau ont permis de postul
l'existence desites spZcifiguegpour ses actions centralesL'utilisation de la[125I]cotinine a
montrZ que ce radioligand permet d'Ztudier certains sitessit€gsont proposZsicotiniques et
distincts de ceux de Ig3H]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt Cependant, s'agit-il d'un vrai
rZcepteur ou non, estdiffZrent ou non du rZcepteur de[&]nicotine et de la[125IJalpha-Bgt
ou juste une classe de sites (allostZriques ou non compZtitifs) de ces memes rZcepteurs, quelles s
ses sous-unitZs constitutives, sa localisation cZrZbrale et quel est le niveau de ses interactions 1

spZcifiques ? Nous ne pouvons rZpondre " ces questions avec les mZthodes de la prZsente Ztude
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Chapitre VI : La [125I Jcotinine : une nouvelle sonde pour Ztudier les

rZcepteurs nicotiniques neuronaux de la cotinine

L'absence de fixation de J&25l]cotinine sur le NAChR de l'organe Zlectrique du poisson
Torpedq la compZtition partielle de la cotinine pour les sites pZriphZriqueg3id]técotine et de
la [1251]a-Bgt et sa faible affinitZ pour les sites centraux de ces deux radioligands, suggerent que |z
cotinine agit probablement par des sites rZcepteurs centraux non marquZs par ces deux radioligan
L'usage de Ig125I]cotinine nous a permis d'identifier des sites neuronaux, avec un profil
pharmacologique nicotinique et une distribution rZgionale dans le cerveau de rat, diffZrents de cet
de la[3H]nicotine et de la[125[]a-Bgt. Cependant, s'agit-il d'un rZcepteliffZrent ou non du
rZcepteur de IfBH]nicotine, supposZ str@4b2 (Flores et al., 1992) et du rZcepteur [185l]a-
Bgt, supposZ trea7 (Couturier et al., 1990) ou uniquement d'une classe de sites (sites non
compZtitifs du canal du nAChR, sites allostZriques " l'interface du rZcepteur et de la membrane) ¢
ces memes rZcepteuPsNous n'avons pas rZpondu " ces questions avec les mZthodes utilisZes dar
les Ztudes prZcZdentes. La localisation cZrZbrale prZcise des rZcepteurs ~ la cotinine permettra

donner une rZponse.

MatZriels et mZthodes.

Les cerveaux de rat entiers ont ZtZ conditionnZs comme dZcrit dans la littZrature (Clarke
al., 1985) pour I'Ztude autoradiographique et les membranes de six rZgions cZrZbrales ont .
prZparZes " partir de 2-3 cerveaux entiers comme dZcrit dans MATERIELS et MfTHODES pour

I'’Ztude sur membranes. Dans ces Ztudes, le poids des rats etait de 480-520 g.
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RZsultats.

1- Contribution d'un sous-type de site nicotinique dans la fixation de IfHL25l]cotinine :
* compZtition de la nicotine et de la cotinine pour les sites de fixation[t29Hcotinine.

La comparaison de laffinitZ de la nicotine et de la cotinine pour les sites de la

[125I]cotinine montre que la cotinine est®1is plus affine que la nicotin€igure 36).
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Figure 36 :ReprZsentation par Scatchard de la compZtition de la nicotine et de la cotinine

pour les sites de fixation de la [125l]cotinine dans les membranes du bulbe du cerveau de rat.

La fraction membranaire (1 mg.mil protZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de
radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de diffZrentes concentrations de nicotine ou di
cotinine jusqu” I'Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe
Les donnZes de la compZtition ont ZtZ transformZes en Scatchard par : LiZ = % inhibition e
LiZ/Libre = % inhibition/[compZtiteur]. Les rZsultats ont ZtZ analysZs par le programme EnZfitter.

Les valeurs correspondent ~ la moyenne de 3 expZriences rZalisZes en triplicata. La LNS a 7

dZterminZe en prZsence de cotinine 20 mM.
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* Nature nicotinique des sites de haute affinitZ de la cotinine : pour Ztudier les sites de
fixation de haute affinitZ de la cotinine et confirmer leur nature nicotinique, nous avons utilisZ la
cotinine 2.1¢¢ M pour dZfinir la LNS et trois compZtiteurBiqure 37). La cytisine (ligand
nicotinique pur) montre une affinitZ G 10 nM) 10 fois supZrieure " celle de I'anabasine (ligand
nicotinique) (IG, = 100 uM) et 10fois supZrieure " celle de I'arZcoline (ligand muscariniqug) (IC

= 10 mM) pour les sites de haute affinitZ de la cotinine.

;{; 10C -
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= anabasine
= 60 _ N
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Figure 37 : CompZtition de la cytisine, I'anabasine et de I'arZcoline pour les sites de haute

affinitZ de la cotinine dans les membranes du cerveau de rat.

La fraction membrana@ (1 mg.ml* protZines) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de
radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence des concentrations indiquZes de cytisine
anabasine ou arZcoline jusqu” I'Zquilibre (1-2 h). Les essais ont ZtZ filirZs et la radioactivitZ sur
les filtres a ZtZ comptZe. Les valeurs correspondent "~ la moyenne de 3 expZriences rZalisZes

triplicata. La LNS a ZtZ dZterminZe en prZsencofiigine 2.10* M.
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* Distribution rZgionale des sites de haute affinitZ de la cotinine dans le cerveau de rat
nous avons testZ I'affinitZ de la cotinine pour les sites du radioligand dans six rZgions cZrZbrales.

distribution des sites de haute affinitZ (LNS = 2.M) de la cotinine est : bulbe kippocampe >

cervelet > noyau caudZ > thalamus > corfégure 38).

125l]cotinine (fM).
2ooc_[ ] (fM)

100C I ‘ I| IH
0 ‘ I‘ I
B Ccx Th Hy Cb Cp

Figure 38 : Distribution rZgionale des sites de fixation de haute affinitZ de la cotinine dans

les membranes de cerveau de rat.

La fraction membranaire (1 mg.mlprotZines) des rZgions indiquZesk@pe; Cx, cortex;
Th, thalamus; Hy, hippocampe; Cb, cervelet; Cp, noyau caudZ) a ZtZ incubZe en prZsence de
pM de radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de cotinine2MO(LNS) jusqu'
I'’Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe. Les valeurs ¢

LT-LNS correspondent ~ lamnoyenne + SE de 3 expZriences rZalisZes en triplicata.

La distribution obtenue : bulbe = hippocampe > cervelet > noyau caudZ > thalamus > corte»

est IZgerementliffZrente de celle obtenue auparavant lorsque la cotinine 20 mM est utilisZe pour

dZfinir la LNS Tableau 19) : hippocampe = cervelet > bulbe > cofakalamus > noyau caudZ.
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Pour dZfinir IG, de la cotinine pour ses sites de haute affinitZ dans ces rZgions cZrZbrales

nous avons dressZ les courbes d'inhibition, avec une gamme de 8-9 concentrations de cotinine all:

de 10" 10* M (Figure 39).
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Figure 39 :ldentification et distribution des sites de fixation de haute affinitZ de la cotinine

La fraction membranaire (1 mg.mil protZines) des rZgions indiquZes a ZtZ incubZe en

prZsence de 67 pM de radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de 8-9 concentrations d

cotinine allant de 16°~ 10 * M jusqu” I'’Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur

les filtres a ZtZ comptZe. Les valeurs correspondentridgenne + SEM de h 3 expZriences

rZalisZes en triplicata.

Ces expZriences montrent que la cotinine inhibe la fixation du radioligand sur I'ensemble

des sites. Cependant la cotinine, par rapport au radioligand, montre trois sjjesiffi@@ents selon

la rZgion analysZe et un site {JGcommun ~ toutes les rZgioriEableau 19) : un site de trss haute

affinitZ (IC,, = 13 pM) dans le cervelet et dansigpocampe(Ig = 32 pM), un site de haute

affinitZ (IC,, = 1 nM) dans le noyau caudZ, le thalamus,(¥2 nM) et dans le bulbe (Jg= 3

nM), un site de moyenne affinitZ (G 2 uM) dans le cortex et un site majoritaife §7%) de
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basse affinitZ (I = 262 + 29 uM) prZsent damsute les rZgions analysZes. De*1010° M, la

cotinine montre une population homogene de sites rZceptEigsré 39). La distribution de ce

dernier est : thalamdshippocampe > cervelet > noyau caudZ > bulbe > cortex.

Tableau 19 : Comparaison de la distribution des sites de haute et de basse affinitZ de la

cotinine dans le cerveau de rat.

La fraction membranaire (1 mg.mlprotZines) des rZgions indiquZesk@pe; Cx, cortex;
Th, thalamus; Hy, hippocampe: Cb, cervelet; Cp, noyau caudZ) a ZtZ incubZe en prZsence de 67 |
de radioligand seul (liaison totale, LT) ou en prZsence de cotining®102.10 * M jusqu”
I'Zquilibre. Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filires a ZtZ comptZe. Les valeurs ¢
LT-LNS correspondent " lanoyenne + SEM d& 3 expZriences rZalisZes en triplicata. LIC

concentration inhiban0% de la fixation du radioligand sur le site de haute affinitZ a ZtZ estimZe

graphiquement ~ partir des courbes deAmure 39. HA, hautaffinitZ; BA, basse affinitZ.

rZgion cZrZbrale proportion des sites de la cotinine (% + SEM)
HA IG (M)  BA G (M)

bulbe (B) 37T 3.10........ 63+ 7. 2.5.10

cortex (Cx) 37+3........... 2.10.......... 63+ 3........... 2.5.10

thalamus (Th) 30+6........ 2.10°........ 70+ 6....... 3.2.10

hippocampe (Hy) 39 £6........... 32.18......... 61+6.......... 2.5.10
cervelet (Cb) 37+4....... 13.16......... 63+4........ 2.5.170
noyau caudZ (Cp) 43 +3........ 10°........... 57 +8.......2.5.10°

Ces rZsultats suggerent une distribution discrete des diffZrents sites de la cotinine selon le

rZgion cZrZbrale considZrZe. Une estimation dudB site de haute affinitZ par la mZthode de
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Swillens (1992) donne des valeurs de l'ordre de 1 et de 60.fmplerotZine respectivement pour

le site pM et le site nM. Pour le site uM et le site de BA, l'estimation donne respectivement 120

pmolemg® protZine et 12 nmoimg® protZine.

2- ftude autoradiographique des sites de IHL25l]cotinine dans le cerveau de rat :

* quantification des sites de |Ja25I]cotinine : une quantification autoradiographique des

sites de Ig125l]cotinine a ZtZ rZalisZe sur des coupes rostro-caudales de cerveauFagirat (

40).
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Figure 40 : Quantification autoradiographigue des sites de la [125l]cotinine.

Des coupes frontales @erveau de rat de 10 pm ont ZtZ obtenues dans la direction rostro-
caudale. Elles ont ZtZ marquZes par la [J@%Inine et exposZes, en prZsence de standards
(microscales AMERSHAM), sous film autoradiographique (KODAK X-OMAT AR). Les valeurs

reprZsentent lanoyenne + SEM (le nombre de coupes analysZes est indiquZ entre parentheses) de

densitZs dZterminZes gri%.ce " un analyseur d'images (BIOCOM).



* visualisation des sites de fixation de[125I]cotinine et comparaison avec les sites de la

[3H]nicotine et de la[125l]alpha-Bgt : la Figure 41 montre le marquage obtenu avec la
[125l]cotinine. La comparaison de ce marquage avec celui rapportZ par Clagke €it985),
montre que lg125l]cotinine marque spZcifiquement certaines structures cZrZbrales, comme les
commissures antZrieures, le corps calleux...Ces structures et d@ablesf 20) ne sont pas

marquZes par BH]nicotine et la[125l]alpha-Bgt(Figure 41, Tableau 20).
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Figure 41 : Images autoradiographigues montrant le marquage obtenu pour la

[125l1]cotinine, la [3H]nicotine et la [125l]alpha-Bat sur des coupes rostro-caudales de cerveau de

rat. LZgende ac, commissureantZrieures;Acg, cortex cingulate antZrieuAHP, aire antZrieure
hypothalamiqueArc, noyau arcuate hypothalamiquBL, noyau basolatZral amygdalosdBM,

noyau amygdalosde basomZdi@h, zone des cornes d'’Ammon de I'hippocanspecorps calleux;
Ce noyau central amygdalo*d€G, substance grise central€Puy caudate-putamerDA, aire

hypothalamique dorsaleDG, dentate gyrusDLG, noyau geniculate dorsolatZraDM, noyau
dorso-mZdial hypothalamiquesc, capsule externeEn noyau endopiriformeFi, fimbria de
I'hippocampefmj, forceps majeur du corps calleuktPa, cortex fronto-pariZtalti, Hippocampe;

G, noyau thalamique gelatinosus
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. ic, capsuleinterne; LM, noyau mamillaire latZralLP, noyau thalamique posterolatZrdlS,

noyau septal latZral; Me, noyau amygdaloede mZdiadG, noyau geniculate mZdiaint, tract

mammillothalamiquePco, noyau amygdaloede cortical postZriel®MCq noyau amygdalosde
corticoposteromZdialPT, noyau thalamique paratZnigPV, noyau thalamique paraventriculaire;
Re noyau thalamique reunienBt, noyau thalamique reticulaiSuG couche grise superficielle du
collicule supZrieurVL, noyau thalamique ventrolatZral/LG, noyau geniculate ventro-latZral;
VM, noyau ventrolatZral hypothalamiqueYPM, partie mZdiale du noyau thalamique

posteroventral.
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Tableau 20 : Analyse qualitative de la distribution des sites de la [125l]caotinine.

Comparaison avec ceux de la [Biitotine et de la [1251]alpha-Bat (Clarke et al., 1984; 1985).

LZgende +++, dense; ++, moyen; + faible; +/- tres faible; - absence.

structures [125]]cotinine [3H]nicotine [125]1]alpha-Bgt
ac +++ - -
Acg - +++ -
AHP +++ - +++
BL + -[+ +++
cc +++ - -
Ce +++ - -
CPu +/- ++ -
DG - - -
DM - +/- +++
ec +++ - -
Fi +++ - +++
FrPa - +++ ++
G ++ ++ -
ic +++ - -
LS - +/- +++
Me - +/- +++
Pco - + +++
PT +++ - -
PV +/- +++ -
Re - +++ +/-
Rt +/- +++ -
VL - ++ _
VM - +

Discussion.




178

La conclusion majeure de la prZsente Ztude est q{iE2%]cotinine marque, dans le
cerveau de rat et dans les conditions expZrimentales adoptiéepopulation de rZcepteurs
nicotiniques, jusqu"” preuve du contraidéstincte de celle des rZcepteurs dg3#i]nicotine et la
[125]]alpha-Bgt

La nature nicotinique des sites dg1a5l]cotinine a ZtZ suggZrZe par l'affinitZ (I@M) de
la nicotine pour ces siteFigure 36). Cependant, le kde la nicotine est £(fois plus ZlevZ que
celui de la cotinine. Ce rZsultat pourrait remettre en doute la nature nicotinique des sites di
radioligand. Pour tester cette ZventualitZ, nous avons utilisZ I'arZcoline, un ligand moins sZlect
pour les sites nicotiniques de [BH]nicotine (Ki 115 nM) que pour les sites muscariniques de la
[3H]oxotrZmorine (Ki = 17 nM), la cytisine, un ligand sZlectif des sites nicotinique de la
[3H]nicotine (Ki £ 1 nM) (Anderson et Arneric, 1994) et l'anabasine, un compZtiteur de la
[3H]nicotine (IC., = uM) (Sloan et al., 1984). Les rZsultats obtenus avec ces compZtiteurs montren
que les sites de [@.25I]cotinine ont un profil pharmacologique nouveau. Leur nature nicotinique
est suggZrZe par le fait que la fixation du radioligand n'est inhibZe que par les compZtiteut
nicotiniques et l'affinitZ de la cytisine et de l'anabasine par rapport " l'arZdeiinee( 37).
Cependant, il est peu probable de retrouver le profil pharmacologique des sites nicotiniques de |
[3H]nicotine et de Ig125I]alpha-Bgt.

L'analyse de la distribution des sites de la cotinine dans le cerveau de rat montre I
contribution d'un site majoritai@ 57%), de basse affinitZ ()¢ 10* M) et un site minoritaire (<
43%) de haute affinitZ (Ig< 10* M) dans la fixation du radioligandgbleau 19). Il faut noter
que la distinction de ces deux affinitZs est fondZe sur les Ztudes de compZtition avec la cotinine
quelques autres compZtiteurs (voir Chap. 1V). L'affinitZ de la cotinine est la meme pour son site d«
basse affinitZ marquZ par le radioligand dans les six rZgions analysZes alors que son affinitZ pour

site de haute affinitZ dZpend fortement de la rZgion considdgiee( 39, Tableau 19). Le

cervelet et I'hippocampe montrent un site pM pour la cotinine, le bulbe, le thalamus et le noyat
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caudZ un site nM et le cortex un site piMbleau 19). Cette multiplicitZ des sites de haute affinitZ
pour la cotinine pourrait rZsulter de la prZsence de sites rZcepteurs distiostsd'une
dZsensibilisation plus ou moins importante d'un meme site rZcepteur suivant la rZgion cZrZbra
considZrZe. En effet, ces membranes ont subi strictement les memes conditions expZrimentales
prZparation et d'analyse. La prZsence d'un site majoritaire de basse affinitZ pour la cotinine et
dZtection d'un seul site rZcepteur dans les expZriences de saturationE&iciatinine (Chap.

I\V) soulignent la contribution de la dZsensibilisation de ces rZcepteurs dans la multiplicitZ des site
de la cotinine. Cette interprZtation est Zgalement admise pour les sites rZceptdGid]dieddine
(Ochoa, 1994; Galzi et Changeux, 1995). Cependant, notre Ztude montre, comme d'autres Ztuc
(Sloan etal., 1984; Anderson et Arneric, 1994), que la dZsensibilisation du rZcepteur, ne fausse pe
I'empreinte pharmacologique du rZcepteur ZtudiZ.

L'analyse quantitative de la densitZ des sites d@%]cotinine sur coupe de cerveau de rat
(Figure 40) montre une densitZ de 7-15 fmolg! protZine (soi€ 1 fmole.mg' tissu frais). Cette
densitZ est environ 80 fois plus basse que celle rapportZe pour les sit@Hdieidatine (Clarke et
al., 1984). La densitZ de ces derniers est comparable " celle des site§186!]@pha-Bgt
(Lindstrom, 1995). Lacomparaison de la distribution des sites de I4125I]cotinine, de la
[3H]nicotine et de la[125l]alpha-Bgt (Figure 41, Tableau 20) montre que lenarquage obtenu

avec ces trois radioligands é#ffZrent. Ce rZsultat confirme la conclusion majeure de notre Ztude.

Conclusion.

Cette Ztude a montrZ que datinine se fixe surdes rZcepteurs centraux La nature
nicotinique de ces rZcepteurs est fondZe sur leur profil pharmacologique. Cependant, s'il est cle
que les rZcepteurs de la cotinine somins abondantsque ceux de I43H]nicotine et de la

[125l]alpha-Bgt, qu'ils ont unefaible affinitZ pour I'ensemble desompZtiteurs nicotiniques
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testZs, et qu'ils sont distincts deux marquZs par les radioligands nicotinigi@#nicotine et
[1251]alpha-Bgt leur nature nicotinique devrait etre confirmZe par d'autres Ztudes, commaénl‘effet

vivo de la nicotine sur leur modulation et par leur sZquensage.
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Chapitre VII : Solubilisation et purification du rZcepteur de la cotinine du

cerveau de rat

Bien que le profil pharmacologique du rZcepteur de la cotinine soit de natoti@ique,
que ce rZcepteur soit diffZrent de celui qui fixgH]nicotine et la[125I]alpha-Bgt la localisation
du site de fixation de la cotinine, au sein de son rZcepteur, est une Ztape indispensable po
concevoir une mZthode de purification de ce rZcepteur. Cette purification permettra le sZqueneag
pour identifier les sous-unitZs constitutives du rZcepteur et de confirmer dZfinitivement sa natur
nicotinique. En effetun nAChR prZsente un site commun pour les agonistes et les antagonistes
compZtitifs, un site de haute affinitZ pour les antagonistes non compZtitifs au sein du canal et 20
30 sites modulateurs de basse affinitZ ~ l'interface lipide-protZine. La prZsente Ztude tentera ¢
solubiliser afin de purifier ce rZcepteur. C'est donc une approche, du moins en partie, pour |

localisation du site au sein de la protZine rZceptrice.

MatZriels et mZthodes.

Nous avons utilisZ du CHAPS comme dZtergent pour solubiliser les sites rZcepteurs de |
cotinine du cerveau de rat. Nous avons synthZtisZ, par amidification de la carboxycotinine par |
propylamine, la I-propyl carboxamide cotinine. Le produit de la synthese a ZtZ identifiZ par
CCM, IR et RMN. L'affinitZ de la carboxycotinine et de la4gropyl carboxamide cotinine pour
les sites de fixation de [425l]cotinine a ZtZ testZe en parallele avec la cotinine. LapMopy!
carboxamide cotinine a une structure chimique voisine du bras espaceur de la colonne d‘affinitZ qu
nous avons synthZtisZ par amidification de la carboxycotinine par un gel EAH SfPHARBSE

(PHARMACIA BIOTECH). Le poids des rats utilisZs dans ces expZriences Ztait de 550-580 g.
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RZsultats.

* CompZtition de la cotinine et de la carboxycotinine pour les sites de fixation de la

[125]]cotinine : la carboxycotinine, jusqu”™ 10 mM, n'inhibe pas la fixation du radioligand. Dans

les memes conditions expZrimentales, la cotinine montre yinkZrieur au mM Figure 42).

g\i 10C é ~ %
2 AN
-% carboxycotinine
3 i
T} 50
(qV]
=, e
cotinine
0

log [drogue]; M

Figure 42.CompZtition de la cotinine et de la carboxycotinine pour les sites de fixation de

la [125l]cotinine des membranes de cerveau de rat.

La fraction membranaire a ZtZ incubZe en prZsence de 67 pM de radioligand seul (LT) ot
en prZsence des concentrations indiquZes de cotinine ou de carboxycotinine jusqu” I'Zquilibre (1-:
h). Les essais ont ZtZ filtrZs et la radioactivitZ sur les filtres a ZtZ comptZe. Les valeur:
correspondent " lanoyenne + SE de 3 expZriences rZalisZes en triplicata.

* CaractZrisation de la,hpropyl carboxamide cotinine : IOanalyse par CCM des produits
obtenus lors de la synthese de la N,n-propyl carboxamide cotinine montre quatre produits : deu:
produits majoritaires avec un Rf = 0,59 et un Rf = 0,71, un produit minoritaire avec un Rf = 0,91 et
la carboxycotinine avec un Rf = 0,15. Ces produits ont ZtZ purifiZs par chromatographie sur colonr
de silice. Le produit dont le Rf = 0,71 appara’t progressivement au cours du temps de la rZaction ¢
synthese et est obtenu avec un rendemeredel Oanalyse IR de ce derniiggre 43 a) montre

une fonction amide (3110 ¢ une fonction C=0 de I'amide (1640-16809ndes groupements -

CH alkyls (2900-3000 ci) et-NH (1580 cm). L'analyse®®C.RMN (Figure 43 b) montre 16
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carbones au lieu des 14 de la N, n-propyl carboxamide cotinfgH&O2N3). Cependant, on
peut localiser sur le spectre les diffZrents carbones de la N, n-propyl carboxamide cotinine

L'analyse*H.RMN (Figure 43 c), plus difficile " interprZter, montre les hydrogenes du cycle
pyrimidique (7-9 ppm) et 1QintZgration (28 hydrogenes au lieu de 19) confirme I'exces de carbone

dans l'analys€C.RMN.



Figure 43 a: Spectre infrarouge (IR) de laNpropyl carboxamide de cotinine.

Moins de 2 mg de M propyl carboxamide de cotinine avec Nujol ont ZtZ analysZs aux infrarouges.
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Figure 43 b: Spectré*C.RMN de la N,n propyl carboxamide de cotinine.

8 mg de Nh propyl carboxamide de cotinine dans CD@It ZtZ analysZs par RMN.
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Figure 43 c: Spectr¢H.RMN de la N,n propyl carboxamide de cotinine.
8 mg de Nh propyl carboxamide de cotinine dans CD@It ZtZ analysZs par RMN.
* Solubilisation des sites de fixation de[l&25I]cotinine de cerveau de rat : la fixation de la

[125l]cotinine sur les membranes solubilisZes par le CHAPS (10 mM) a ZtZ testZe avant et apre
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enlevement du CHAPS par l'adsorbant Bio-Beads SM2. Le CHAPSn{iC> ~ la concentration

micellaire critique) inhibe la fixation du radioligar@idure 44).

[125]]cotinine
0,4 7 (fmole.mg-1 proteine)

[

Apres SM2 Ava

Figure 44. CompZtition de la cotinine pour les sites de fixation de la [t@6hine

solubilisZs et traitZs ou non par lI'adsorbant Bio-Beads SM2.

Les membranes solubilisZes ont ZtZ traitZes (Apres SM2) ou non (Avant SM2) par l'adsorbant Bic
Beads SM2 et incubZes avec le radioligand [[2&inine (70 pM) en absence ou en prZsence de
cotinine (mM). Lesvaleurs reprZsentent la moyenne + SE de deux expZriences rZalisZes et

triplicata.

Le rendement de la solubilisation est de 5,4 mglg tissu soit un rendement en protZines

de30%. Ce rendement est dOenvi0# pour les sites de fixation de[125I]cotinine.

* CompZtition de la cotinine et de la,Mpropyl carboxamide cotinine pour les sites
solubilisZs de lg125l]cotinine : la cotinine et la N,n-propyl carboxamide cotinine, ~ une
concentration de 'ordre du mM, inhibent 50% de la liaison d&2al]cotinine. Le produit de la

synthese Nn-propyl carboxamide cotinine est donc un compZtiteur comparable " la cotinine pour

les sites solubilisZs de[tB251]cotinine (Figure 45).
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Figure 45. CompZtition de la cotinine et de larN\propyl carboxamide cotinine pour les

sites solubilisZs de la [125I]cotinine de cerveau de rat.

Les membranes solubilisZes ont ZtZ traitZes par I'adsorbant Bio-Beads SM2 avant l'incubation av
le radioligand [125]cotinine (70 pM) en absence ou en prZsence de cotinine et de N,n-propyl
carboxamide cotinine (mM). Les valeurs reprZsenteninégenne = SE de deux expZriences

rZalisZes en triplicata.

* Chromatographie daffinitZ des protZines solubilisZes : on retrouve le meme profil
protZique " la sortie de la colonnEigure 46, gauche). Les fractions 1-10 reprZsens®8b des
protZines dZposZes, les fractions 11-20 reprZsentent 2% des protZines dZposZes et les fractions
30 reprZsentent 29% des protZines dZposZes. Les protZines des fractions 11-20 du premier tou
colonne de quatre expZriences identiques ortafiZentrZes et dialysZes. Le profil d'Zlution de ces
protZines montre que la cotinine (1 mM) Zlue visiblement des protZines (fractiorFigiL+20 46,

droite).
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Figure 46 : Profil des protZines ZluZes de la colonne d'affinitZ synthZtisZe par greffage de

la carboxycotinine au gel EAH- SFPHAROSEB.

Premier tour :il montre une expZrience typique os 10 mg de protAneZtZ dZposZs.
Deuxisme tour : 2,72 mg de protZines du premier tour ontrépassZes par la colonne.

Ces rZsultats montrent que la colonne idiéff n'a pas subi de dZgradation notable au cours

de la pZriode de son utilisation.

* Analyse SDS-PAGE des protZines ZluZes de la colonne d'affinitZ : la coloration au bleu d
coomassieRigure 47, haut) rZvele une bande majoritaire de masse mdai&Da bien visible
lors du premier et du deuxieme tour de colonne, alors que les protZines de dZpart sont en dessous

seuil de dZtection par cette coloration. La coloration au nitrate d'akjgute( 47 bas) montre le

meme rZsultat] savoir une bande de 55 KDa lors du premier et du deuxisme tour de colonne.
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La Figure 48 montre la place de notre travail dans la connaissance des mZcanismes d'action de

nicotine et de certains de ses mZtabolites.
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Figure 48 : Place de notre travail dans la connaissance des mZcanismes d'action de la

nicotine et de certains de ses mZtabolites.

Discussion.

Le profil pharmacologique et la distribution autoradiographique des sites de la
[125l]cotinine ont suggZrZ que la cotinine se lie ~ des sites centraux. Ceci est en accord avec le
effets comportementaux de la cotinine. Cependant, certaines activitZs centrales de la nicotine et
la cotinine sont diffZrentes chez le rat (Golbergl et1989) et dDautres especes animales (Risner et
al., 1985). Les rZsultats avec l'usage dd2&l]cotinine sont en accord avec la conclusion de ces

travaux. Ce radioligand montre un profil pharmacologique nicotinique, mais distinct de celui de la
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[3H]nicotine et de la[125l]alpha-Bgt Nous avons conclu que ce radioligand, ~ ¢™tZ de la
[3H]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt permet d'Ztudier une classe de nAChRs. Les sites de la
[125l]cotinine pourraient donc reprZsenter des rZcepteurs mZdiateurs des activitZs
pharmacologiques centrales de la cotinine. Pour identifier la protZine rZceptrice de la cotinine ¢
conclure quant ~ sa nature nicotinique, la purification de celle-ci est une Ztape indispensable. Poi
purifier cette protZine, par une technique rapide et peu onZreuse, nous avons pensZ "
chromatographie d'affinitZ. En effet, cette technique est un outil de choix et la carboxycotinine,
disponible sur le marchZ, est le candidat idZal pour amidifier la fonction amine du bras espacet
dOun gel EAH SfPHAROSE-B. Elle a l'avantage de possZder la fonction carboxylique du c™tZ
opposZ au site actif des ligands nicotiniques comrfie2Bi]cotinine qui nous a servi pour Ztudier

les sites de la cotinine du cerveau de rat. Cependant, la carboxycotinine nOa montrZ aucune affir
pour les site§125l]cotinine (Figure 42).

Nous avons supposZ qaefbnction carboxylique libre pourrait introduire une gene stZrique
empechant IQinteraction ligand-rZcepteur. En effet, la dZlocalisation du doublet de l'azote d
groupement 3-pyridyl amino mZthyle de la nicotine par un groupement Zlectrophile attZnue le:
activitZs nicotiniques (Yamamoto at, 1995). Il est donc probable que la fonction cZtone de la
cotinine explique sa faible toxicitZ chez la mouche et la souris et que la fonction carboxylique de I
carboxycotinine explique sa faible affinitZ pour les rZcepteurs de la cotinifi23ljcotinine est
un dZrivZ carboxylique de la cotinine portant l'iode 125 (communication personnelle du docteu
Barlow; BEHRING-DPC). Cette fonction carboxylique est absente de la cotinine et des
compZtiteurs de [25l]cotinine. Pour vZrifier cette hypothese et Zvaluer la possibilitZ d'utilisation
d'une colonne dOaffinitZ qui serait obtenue par amidification de la carboxycotinine, nous avon
synthZtisZ la M-propyl carboxamide cotinineFigure 43). Bien que cette structure ait ZtZ
effectivement synthZtisZe, elle nOest pas pure comme le montre IOanalyse RMN. Le contamin

semble tre en faible quantief/ou indZcelable par CCM. Sa structure contient deux groupements
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CH2 et 9 hydrogenes comme la propylamirigg(re 43). Il est donc probable que celle-ci est
restZe, fortement adsorbZe et/ou liZe " la N,n-propyl carboxamide cotinine.

La N,n-propyl carboxamide cotinine obtenue, inhibe comme la cotinine la fixation de la
[125l]cotinine (Figure 45). Dans la colonne dOaffinitZ que nous avons synthZtisZe, la fonction
carboxylique est amidifiZe par la fonction amine du bras espaceur du gel (MATfRIELS ET
MfTHODES). La rZaction de synthese de lanMNropyl carboxamide cotinine imite exactement la
rZaction de synthese de la colonne dOaffinitzhibition de la fixation de I&125I]cotinine par la

N,n-propyl carboxamide cotinine souligne la faisabilitZ de purification des rZcepteurs de la cotinine
par chromatographie dOaffiniFAgire 46, 47). La fixation du radioligand dans les membranes

solubilisZes montre que les sites rZcepteurs de la cotinine ont gardZ l'activitZ deFligisen4s,

46). Le rendement de la solubilisatids0@b6) des sitefl25l]cotinine est satisfaisant. Ces rZsultats
suggerent que le site rZcepteur de la cotinine nOest probablement pas " [Ointerface lipide-protZine.
La colonne dOaffinitZ synthZtisZe nous a permis de purifier une protZine de Bgii@a (

47). Le pic protZique ZluZ par la cotinifiég(ire 46) nous a permis dOestimer un facteur de
purification dOenviron 200. Les rZsultats de IOanalyse SDS-PAGE sont en accord avec
estimations. La coloration au bleu de Coomassie rZvele une seule bande aussi bien au premier qu(
deuxisme tour de colonne. Des taux de purification semblables ont ZtZ rapportZs avec cett
technique pour les sites de la nicotine (Abooal.etl983). La masse molaire dZterminZe dans notre
Ztude est comparable ~ celle rapportZe dans la littZrature pour la souws3uditZhAChR (Role,
1992). La coloration au nitrate d'argent nous a permis de confirmer lI'absence de contaminants ave

dOenvisager le sZqueneage de cette protZine.

Conclusion.



Cette Ztude montre quedite de fixation de la cotinineest denature protZique. Samasse
molaire estvoisine de celle de certaineus-unitZs des nAChRlusparticulierement la sous-
unitZ a3. La dZmarche que nous avossivie pour purifier ce rZcepteur s'est fondZe sur des
considZrations d'ordre pharmacologique et sur les effets comportementaux de la cotinine
L'hypothese que la cotinine ait un rZcepteur nicotinique est attrayante, mais les rZsultats de I'analy:

de la sZquence de cette protZine seront seuls en mesure de nous en donner la preuve.
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Chapitre VIII : Modulation des nAChRs neuronaux par la nicotine et la

cotinine

L'administration d'une substance centralenaaive induit une augmentation, appelZe "up-
rZgulation” ou une diminution, appelZe "down-rZgulation" des rZcepteurs selon que la substance ¢
respectivement un antagoniste ou un agoniste (Creese et Sibley, 1981). Dans le cas des nACh
neuronaux l'administration de nicotine induit, soit une up-rZgulation, soit une down-rZgulation san:
modification apparente des nAChRs pZriphZriques (Ochoa, 1994). Ces modulations sont en fave
de I'hypothese que la nicotine agirdin vivo" par des rZcepteurs centraux. Elles reprZsentent
Zgalement une base molZculaire pour linterprZtation du dZveloppement de la tolZrance, de
dZpendance et des sympt™mes de manque. Dans ces Z[aHdsictatine et la[125l]alpha-Bgt
ont une place de choix. Nous avons largement identifiZ et caractZrisZ les rZcepteurs de la cotini
mais, I'hypothese qu'ils soient de nature nicotinique a uniquement ZtZ fondZe, sur leur profi
pharmacologique. De Plus, la faible affinitii vitro" de la nicotine et de la majoritZ des
compZtiteurs nicotiniques testZs pour les sites de la cotinine iodZe pourrait ne pas reprZsenter
interactions"in vivo". Le but de cette Ztude est de comparer l'effet modulsitewivo” de la
nicotine et de la cotinine sur les NAChRs du cerveau de rat. Le marquage[}i2il]eotinine
permettra de juger de la place de ce radioligand, ~ c™t3#rotine et de la[125I]alpha-Bgt

dans ce genre d'Ztudes et de confirmer leur nature nicotinique.

MatZriels et mZthodes.

Les rats (480-520 g) ont resu, pendant une semametotal 11 injections par voie ip. de
nicotine (dose totale 11 mg.Kget de cotinine (dose totale 1,1 g'kgoit 100 fois plus). Apres

deux jours d'arrst du traitement, les cerveaux entiers ont ZtZ conditionnZs comme dZcrit dans
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littZrature (Clarke edl., 1985) pour I'Ztude autoradiographique et les membranes ont ZtZ prZparZe

comme dZcrit dans MATERIELS ET Mf THODES pour I'Ztude sur membranes.

RZsultats.

1- Effets de la nicotine et de la cotinine sur les sites de[&H]nicotine :

* 7tude sur coupes sZriZeges Ztudes prZliminaires ont montrZ qUadHinicotine sature des sites

de haute affinitZ et des sites de basse affinitZ sur coupe de cerveau de rat. La nicotine et la cotini

augmentent le nombre des sites de haute affinitZ sans modification importante de la constante

dissociation (K) (Figure 49).

2 d max KX
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Figure 49 : Saturation des sites de la [3H]nicotine sur coupes rostro-caudales de cerveau de rat.
Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs et conditionnZs comme dZcrit dan

MATERIELS ET MfTHODES. Des coupes de 10 um ont ZtZ obtenues au Cryostat ~ -15;C.
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incubZes avec la [JHicotine (0,25 ~ 55 nM) en absence de nicotine (LT) et en prZsence de 50 uM
de nicotine (LNS). Les coupes ont ZtZ lavZes, sZchZes et grattZes (Chrkel985). La

radioactivitZ a ZtZ comptZe dans 2 ml de liquide de scintillation dans un compteur " scintillation
(BECKMAN). Les valeurs reprZsentent la moyenne de 4 ~ 6 coupes. Les donnZes de la saturatic
ont ZtZ modZlisZes par le programme Enzfitter. L'effet sur le site de haute affinitZ est montrZ (|

fixation sur le site de haute affinitZ a ZtZ calculZe paBjBax*F/Kd+F]).

* 7tude sur membranes :

- Le cortex : I'effet de la cotinine sur la modulation des sites [@Hlaicotine du cortex est montrZ
sur laFigure 50. Dans ces conditions expZrimentales, la cotinine baisg, lele la[3H]nicotine

sans modification du Kd et redresse l'aspect concave de la courbe de Scatchard Bigleraie (

50).
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Figure 50 : Effets de la cotinine sur les sites de la JBldotine du cortex du cerveau de
rat.

Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs et les membranes prZparZes comme dZ

dans MATERIELS ET MfTHODES Les valeurs reprZsentent la moyenne de 3 expZriences rZalisz
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en quadruplicata selon Anderson et Arneric (1994). Le trait discontinu fait abstraction de la

coopZrativitZ et reprZsente le site saturable dans le cas du contr™le.

- Le bulbe : la nicotine et la cotinine baissent g Be la[3H]nicotine avec une baisse dy,.K.e

B,. passe de 19 (contr™le) ~ 1 (nicotine) et "~ 1,1 (cotinine) fmgleprotZine. Le K passe

respectivement de &igure 51) " 0,4 et 0,1 nM.

(traitementt conty™le Hicotine )

Bmaxxt SD | 19+ 2 0,81+ (Q,3 1,11+ QO
(fmole.mg1
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\_Kd (nM) 8+14 04+ 03 0,080,
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Figure 51 : Saturation des sites de la [3H]nicotine du bulbe du cerveau de rat.

Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs et les membranes prZparZesZmihme
dans MATERIELS ET MfTHODES. Les valeurs reprZsentent la moyenne de 3 expZriences ¢

saturation rZalisZes en quadruplicata selon Anderson et Arneric (1994).
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- Le cervelet : la nicotine et la cotinine augmentent la liaison ¢@H#micotine dans le cervelet

(Figure 52).

[3H]nicotine _
(fmole.mg-1 protZine

**

1

N **

contr™l|e nicotine
** P < 1%, test de Studenteapres analyse de vari

Figure 52 : Modulation, par la nicotine et la cotinine, de la liaison de la [3H]nicotine dans

les membranes du cervelet de rat.

Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs et les membranes prZparZesAminme
dans MATERIELS ET MfTHODES. Les valeurs reprZsentent la moyenne de 3 expZrience

N

rZalisZes en quadruplicata selon Anderson et Arneric (1994), ~ une concentration de 3 nM

[3H]nicotine.

2- Effet modulateur de la nicotine et de la cotinine sur les sites de[B25I]alpha-Bgt :

cette Ztude a ZtZ rZalisZe sur prZparation membranaire.

- Le cervelet : la nicotine, contrairement ~ la cotinine, baisse la liaison [d@3#alpha-Bgt dans

le cervelet Figure 53).
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Figure 53: Modulation, par la nicotine et la cotinine, de la liaison de la [125l]alpha-Bgt

dans les membranes du cervelet de rat.

Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevAssetmembranes prZparZes conuderit
dans MATERIELS ET MfTHODES. Les valeurs reprZsentent la moyenne de 3 expZrience
rZalisZes efriplicata selon Marks et Collins (1982), ~ une concentration de 1 nM [125I]alpha-

Bagt.

- Le cortex : la nicotine n'affecte pas significativement |g Bes sites de IfL251]alpha-Bgt du

cortex Figure 54). La cotinine augmente le, B mais I'augmentation observZe est IZgsre. |.e K

de la[125I]alpha-Bgtreste pratiguement stable (0,7 ~ 0,8 nM) dans tous les cas de traitement.
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Figure 54 : Modulation, par la nicotine et la cotinine, de la liaison de la [125]]alpha-Bgt

dans les membranes du cortex de rat.

Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs et les membranes prZparZeszmihme
dans MATERIELS ET MfTHODES. Les valeurs reprZsentent la moyenne de 5 expZrience

rZalisZes en triplicata selon Marks et Collins (1982), avec une gamme de concentrations d

[1251]alpha-Bgt allant de 0,05 " 10 nM.

- Le bulbe : la nicotine et la cotinine augmentent significativement le d&s sites de la

[1251]alpha-Bgtdu bulbe Figure 55). L'augmentation observZe s'accompagne d'une modification

IZgere du K, de la[125l]alpha-Bgt (0,8 ~ 5,6 nM) dans tous les cas de traitement.
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Figure 55 : Modulation, par la nicotine et la cotinine, de la liaison de la [125l]alpha-Bgt

dans les membranes du bulbe de rat.

Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs et les membranes prZparZesifonbrdans
MATERIELS ET MfTHODES. Les donnZes de 3 expZriences de saturation, rZalisZes en triplica
selon Marks et Collins (1982) avec une gamme de quatre concentrations dalf##&Bgt de 0,5

"5 nM, ont ZtZ traitZes par le programme Enzfitter. Les valeurs reprZsenBant4eSD.

3- Effet modulateur de la nicotine et de la cotinine sur les sites de[E25I]cotinine

* Ztude sur coupes sZriZes Figure 56 montre |'effet de la nicotine et de la cotinine sur
les sites de I§125I]cotinine du cortex, noyau caudZ et corps calleux du cerveau de rat. Dans tous

les cas de traitement, la nicotine et la cotinine baissent la liaison du radioligand.
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Figure 56 : Modulation, par la nicotine et la cotinine, de la liaison de la [125]]cotinine

dans les coupes de cerveau de rat.

Des coupes de 10 pm ont ZtZ obtenues, dans le sens rostro-caudét, depaerveau de
rat traitZ par le NaCl0,9% (contr™Ie), la nicotine ou la cotinine. Elles ont ZtZ marquZes par la
[125I]cotinine (0,2 nM) et exposZes, en prZsence de standards (microscales AMERSHAM), sot
film autoradiographique (KODAK X-OMAT AR). Les valeurs reprZsentenbje@nne = SEM #8
coupes) des densitZs dZterminZes gr%.ce ~ un analyseur dimages (BIOCOM). La LNS a :

dZterminZe en prZsence de cotininé M

* Ztude sur membranes : la nicotine et la cotinine affectent les sitefl@6l]aotinine de
maniere tres diffZrente selon la rZgion cZrZbrale considZrZe. Dans I'hippo¢agupe (57), la
nicotine augmente la liaison de [th25I]cotinine tout en baissant la proportion des sites de haute

affinitZ de la cotinine. Dans cette rZgion, la cotinine augmente la liaisor{&5l¥cotinine sans



modifier la proportion de ses sites de haute affinitZ. Dans le céiigxré 57), la nicotine baisse
la liaison du radioligand et la proportion des sites de haute affinitZ de la cotinine. Dans cette rZgiol

la cotinine baisse la liaison du radioligand sans modification de la proportion de ses sites de hau

affinitZ.
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Le Tableau 21 rZsume l'ensemble des effets de la nicotine et de la cotinine observZs au cours ¢

cette Ztude.

Tableau 21 : RZsumZ des effets modulateurs de la nicotine et de la cotinine sur les NnAChR:

neuronaux.
Les rats ont ZtZ traitZs, les cerveaux prZlevZs, les coupes de cerlesumembranes
prZparZes comme dZcrit dans MATERIELS ET MfTHODES. Les valeurs reprZsentent l'effet de |
nicotine et de la cotinine sur la liaison spZcifigue du radioligand considZrZ (une seule
concentration Zgale ~ 1 Ka ZtZ testZe pour la [125I] cotinine). LZgende dayn-rZgulation; u,

up-rZgulation; i, interconversion; _, pas d'effet; n, nicotine; ¢, cotinine; NT, non testZ.

rZgion [125]]cotinine [3H]nicotine [125]1]alpha-Bgt
coupe extrait coupe extrait coupe extrait

cerveau entier NT........ NT n(u)c(u) ......... NT NT...oovveee NT
cervelet NT........ n(i)agd+i) NT......... n(u)c(u) NT......... n(d)c(u)
cortex n(d)c(d) .... n(d+i)c(d) NT......... c(d+i) NT......... n(_)c(u)
bulbe n(d)c(d) .... n(d)c(d) NT......... n(d)c(d) NT......... n(u)c(u)
noyau caudZ  n(d)c(d) .. ng+i)c(u+i)  NT........ NT NT........... NT
corps calleux  n(d)c(d) ......... NT NT......... NT NT...oovveee NT
Discussion.

La conclusion majeure de la prZsente Ztude est que les rZsegeela cotinine sont
modulables par un traitement chronique " la nicotine ou " la cotinine. Ce rZsultat confirme comme
le profil pharmacologique de ces rZcepteurs leur nature nicotinique. Il confirme Zgalement que |

nicotine et la cotinine passent dans le cerveau. L'utilisation {E2H]cotinine, ~ c™tZ de la
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[3H]nicotine et de la[125I]alpha-Bgt permet donc d'Ztudier une troisieme classe de nAChRs
neuronaux. En considZrant que [BH]nicotine permet d'Ztudier surtout les nAChRgb2
(Nakayama et al., 1990; Flore et al., 1992) et qUé2al]alpha-Bgt permet d'Ztudier surtout les
NAChRsa7 (Mc Quarrie, 1976; Peng et al., 1993; Schoepfer et al., 1990; Couturier et al., 1990),
notre travail propose I§25I]cotinine pour Ztudier surtout les NAChRs redfa7. La prZsente
Ztude permet donc l'investigation des effets modulateurs de la nicotine et de la cotinine sur troi
classes de nAChRs en fonction de la rZgion cZrZbrale considZrZe. La modulation des nAChRs
un phZnomene qui se produit sans modification des taux des sousaitz® a3, a4, a5et b2
constitutives des nAChRs (Marks at, 1992). Cet effet serait le rZsultat de l'acquisitpar, le
nAChR, d'une nouvelle conformation ralentissant son dZpart de la membrane (Peng et al., 199¢
Les effets de la nicotine et de la cotinine observZs dans la prZsente Ztude sont rZsumZs dan:
Tableau 21.

ftude avec le radioligand[3H]nicotine : on observe que le traitemein Vivd' par la nicotine et

par la cotinine augmente la fixatiom"vitro" du radioligand sur les coupes de cerveau de rat
(Tableau 21). Cette augmentation correspond ~ un effet sur la globalitZ du cerveau. Ces rZsultat
sont en accord avec d'autres travaux sur la modulation des nAChRs apres un traitement ~ la nicotin
(Marks etal., 1983; Marks et Collins, 1985). Cependant, les effets de la cotinine n'ont pas Ztz
rapportZs. Certains auteurs ont suggZrZ que cette derniere, ou un autre mZtabolite, pourrait jouer
r™le antagoniste pour expliquer I'augmentation paradoxale des nAChRs (Schwartz @i9Ra8|lar,
Ochoa, 1994). Bien que la cotinine induise une up-rZgulation de ce rZcepteur dans le cerveau ent
et dans le cerveleF{gure 52); dans cette dernisre rZgion, la cotinine produit seulement 59% de
I'effet de la nicotine, alors qu'elle a ZtZ administrZe ~ des doses 100 fois supZrieures. D'un c™1Z

rZsultat ne consolide pas la conclusion que la cotinine serait un antagoniste nAChRa4b2 et

de l'autre c™tZ, on observe plut™t une down-rZgulaideas 21) dans le cortexdfgure 50) et
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dans le bulbeRigure 51). Dans cette dernisre rZgion, la nicotine et la cotinine ont un effet down-
rZgulateur comparabl&gbleau 21). Ces rZsultats suggerent que l'effet de la nicotine et de la
cotinine n'est pas toujours une up-rZgulation, mais que l'effet dZpend de la rZgion ZtudiZe. Ce
conclusion est en accord avec d'autres travaux sur les effets de la nicotine en fonction de la rZgic
cZrZbrale considZrZe (Marksakt 1992; Sanderson et al., 1993). L'up-rZgulation et la down-
rZgulation des nAChRs sont donc des phZnomenes regiosZlectifs (Ochoa, 1994). Dans notre Ztu
les effets de la nicotine et de la cotinine sont qualitativement compardtdbkeau 21).
Cependant, quantitativement I'effet up-rZgulateur de la cotinine par rapport ~ la nicotine reprZsent
136% dans le cerveau entier et 59% dans le cervelet. Son effet down-rZgulateur rep8Zsente
dans le bulbe. Puisque la dose de cotinine administrZe reprZsente 100 fois celle de la nicotine, ¢
rZsultats s'expliqueraient d'avantage par des considZrations pharmacodynamiques plut™t
pharmacocinZtiques.

ftude avec le radioligand [125l]alpha-Bgt : avec ce radioligand on observe que les deux
alcaloedes ont des effets opposZs sur la modulation du nATHhR cerveletFigure 53), que la
nicotine est inactive alors que la cotinine produit une up-rZgulation de ce rZcepteur dans le corte
(Figure 54) et que les deux alcaloedes produisent une up-rZgulation de ce rZcepteur dans le bul
(Figure 55). Dans ce dernier cas, I'effet de la cotinine reprZgéptecelui de la nicotine.

Avec ce radioligand, nous arrivons ~ la meme conclusion. L'effet modulateur de la nicotine
et de la cotinine sur ce rZcepteur dZpend Zgalement de la rZgion cZrZbrale considZrZe. Cepent
avec ce radioligand on peut conclure que la cotinine induit le plus souvemp-figulation; alors
que la nicotine, " la dose administrZe, peut ne pas avoir d'effet (cortex) ou induire une up- (bulbe
ou une down-rZgulation (cervelefljableau 21). Avec ce radioligand, on peut observer des effets

opposZs pour la nicotine et la cotinine, comme dans le cerFgeré 53). Ce rZsultat confirme

les propriZtZs pharmacodynamiques diffZrentes de ces deux alcalosdes.
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ftude avec le radioligand[125l]cotinine : on observe dans I'Ztude sur les coupes du cerveau de
rat que le traitemenitin vivd' par la nicotine ou par la cotinine induit une baissevitro" de la
fixation de la[125I]cotinine dans toutes les rZgions cZrZbrales analyB¥psd 56). Ce rZsultat
suggere que le radioligand 25I]cotinine permet d'Ztudier I'effetiry vivd' de la nicotine et de la
cotinine sur les nAChRs naal/a7. L'effet 'in vivo' de la nicotine ou de la cotinirsair le nAChR

non a4/a7 peut stre dZ ~ une down-rZgulation effective de ce rZcepteur et/ou ~ une inhibition de la
fixation de ce radioligand. Cette inhibition serait due ~ la longue demi-vie de la cotinine. Toutefois,
abstraction faite de la dose administrZe, la cotinine est 1,4 fois plus active que la nicotine dans |
cortex et le noyau caudZ et est 2,3 fois plus active dans le corps chilgure (56). Ce rZsultat
suggere que l'effet de la nicotine est spZcifique et n'est pas le rZsultat de sa mZtabolisation ¢
cotinine. La comparaison de I'effet de la cotinine dans le noyau caudZ, par exemple, montre une u
rZgulation sur membranes et une down-rZgulation sur coligblegu 21). Etant donnZ que les
membranes ont ZtZ lavZes au cours de I'extraction alors que les coupes ne l'ont pas ZtZ, ce rZs
suggere que l'inhibitiorfin vitro" de la fixation du radioligand pourrait contribuer aux rZsultats
obtenus sur les coupes de cerveau. Cette conclusion est supportZe par les rZsultats sur le passag
la cotinine dans le cerveau, sa longue demia/ie (heures) (Benowitz etl., 1983) et son affinitZ

pour les sites du radioligand. La comparaison des effets de la nicotine et de la cotinine sur le

membranes montre que ces deux alcaloedes n'affectent pas les nA@tdEa7 de la meme
maniere dans le cerveleTgbleau 21). De plus, I'effeup- ou down-rZgulation observZ dZpend
Zgalement de la rZgion cZrZbrale considdiat#eau 21). Avec ce radioligand, on observe que la

nicotine et la cotinine produisent une down-rZgulation dans le bu#i#eau 21). Cependant,

I'effet de la nicotine est quantitativement plus important dans le cortex et comparable ~ celui de e

cotinine dans I'nippocampé&igure 57). Qualitativement, ces deux alcaloedes n'affectent pas de la
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meme manisre le site de haute affinitZ de la cotinine. La nicotine baisse la proportion de ces sites

alors que la cotinine ne l'affecte p&gre 57).

Conclusion.

La prZsente Ztude compdedfet modulateur de lanicotine et de lacotinine sur trois
classes de nAChRgar l'usage de trois radioligands. Avec les trois radioligamdebserve soit
une up- soit une down-rZgulation selon la rZgion cZrZbrale considZrZe.

* En considZrant la nature dulialigand :

Avec la[3H]nicotine on observe que ces deux alcaloedes ont des effets le plus souvent
comparables, mais keotinine estmoins active. Cette moindre activitZ s'expliquerait plut™t par ses
propriZtZs pharmacodynamiquesque par sepropriZtZs pharmacocinZtiques

Avec le radioligand125l]alpha-Bgt on observe que les deux alcaloedes montrent, le plus
souvent, deeffets opposZsonfirmant que lepropriZtZs pharmacodynamiquesde ces deux
alcaloedes sortiffZrentes.

Avec la[125I]cotinine, on observe que les effets denlaotine sontquantitativement plus
importants que ceux de lacotinine. De plus, c'est avec ce radioligand qu'on observe des
diffZrences qualitatives remarquables La nicotine baisse la proportion des sites de haute
affinitZ de la cotinine, alors que cette derniere ne l'affecte pas

* En considZrant la rZgion cZrZbrale, on observe avec les trois radioligands des effets tre
diffZrents sur lesAChRsa4b2, a7 et nona4/a7 : alors que dans le bulbe, I'effet de la nicotine et
de la cotinine, observZ avec les radioligaidinicotine et [125I]cotinine, est comparable (down-
rZgulation); I'effet observZ avec le radioliggid@5ljalpha-Bgt est une up-rZgulation. Dans le
cerveletla nicotine n'affecte pas quantitativement les §it2Sl]cotinine, alors que la cotinine I'up-

rZgule. Ces rZsultats confirment que iwes radioligands permettent dtudier trois classes de
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NAChRs neuronaux Ils confirment que lanicotine et lacotinine passentdans le cerveauet que
les effets diffZrents de la cotinine par rapport ~ la nicotine rZsulteraient dereesZtZs
pharmacodynamiques originalesplut™t que de ses propriZtZs pharmacocinZtiques

Ces rZsultats suggerent Zgalement que I'effetou down-rZgulation de l'alcalosde sur le
rZcepteune permet pasde conclure que celui-ci est agoniste ou un antagonisteCependant, il

permet de suggZrer qualcalosde agit par ce rZcepteur

Enfin ces rZsultats montrentdamplexitZ desmodifications desnAChRs liZes aux effets
de la nicotine et de la cotinine Ces modifications molZculaires et cellulaires des protZines
engagZes dans les processus de neurotransmission synaptique rendent compte de

neuroadaptationliZe ~ I'administration de ces alcalosdes.
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DISCUSSION GENERALE

Dans notre Ztude, nous avons montrZ que la nicotine et la cotinine agissel
supra-additivement dans leur toxicitZ. Nous avons supposZ que cette interactic
s'expliquerait par I'existence de mZcanismes d'action biochiméglees cellulaires
spZcifiques pour ces deux alcalosdes. La contribution des sites rZcepteul
nicotiniques pZriphZriques et des propriZtZs pharmacocinZtiques de ces dei
alcaloedes a ZtZ ZvaluZe. L'effet de la nicotine et de la cotinine sur la modulation d
rZcepteurs nicotiniques centraux suggere que ces deux alcalomntesagi
centralement, dans ce travail et dans dautres travaux, par leurs propriZtz
pharmacodynamiques diffZrentes. Nous avons purifiZ le rZcepteur de la cotinine ave
I'espoir que celui-ci ne soit pas celui de la J@ikotine et de la [125I] -Bgt. La
dZtermination de la sZquence de ce rZcepteur sera seule en mesure de nous donn

preuve.
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CONCLUSION GENERALE

La cotinine en tant que mZtabolite majeur de la dZtoxication de la nicotine perd
naturellement la toxicitZ et les activitZs du prZcurseur. Ces modifications d'activitZs s'expliquent ps
l'acquisition de nouvelles propriZtZs pharmacocinZtiques et pharmacodynamiques. Cependant, de
la majoritZ des Ztudes sur les effets de la nicotine, la cotinine est rarement incluse dan
I'expZrimentation. De plus, I'expZrimentateur veut reproduire les effets du prZcurseur. Cett
dZmarche scientifique Ztait jusqu'alors tout ~ fait justifiZe. Nous avons montrZ que pour les NnAChR
I'’Ztude I vitro" rZvele les propriZtZs d'une fraction dZsensibilisZe de ce rZcepteur. La cotinine
aurait une affinitZF0fois plus faible que la nicotine pour les sites de la]f&idtine et de la
[1251]a-Bgt. Pour la nicotine, nous avons montrZ la meme chose pour les sites de JeotirfiBk.

Les effets ih vivd' sont euxobservZs ~ un rapport (30beaucoup plus faible. E prZsent, ce sont
donc les Ztudesr' viva' sur les activitZs de la cotinine qu'il faudrait multiplier pour savoir de
quelle maniere ce mZtabolite contribuait aux activitZs attribuZes " la nicotine. Cette connaissanc
permettra probablement de mieux comprendre les r™les respectifs de ces deux alcaloedes d

I'accoutumance tabagique.



